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Beitrige zur Kenntnis 
der spezifisch-dynamischen Wirkung von Aminosiuren. 
I. Mitteilung: 
Uber den Einflu8 von Glucose 
auf die spezifisch-dynamische Wirkung des GlykKokolls. 
Von 
Y. Masai, H. Mabuehi und T. Fukiwake. 
(Aus dem Physiologischen Institut der kaiserlichen Universitat zu Osaka.) 
(Hingegangen am 21. September 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Uber den Einflug des Hungerns auf die spezifiseh-dynamisehe Wirkung 
des Glykokolls. 

DaB die spezifisch-dynamische Wirkung (sp. dy. W.) der Eiweib- 
stoffe mit Ernahrungszustanden in inniger Beziehung steht, haben seit 
Seguin manche Autoren behauptet. Es stehen uns viele Ergebnisse iiber 
den Stoff- und Energiewechsel zur Verfiigung, aber nur mangelhafte 
iiber den EinfluB des Hungerns auf die sp.dy. W. Es fehlen sichére 
Resultate, weil entweder die Versuchsdauer zu kurz, oder der Kalorien- 
gehalt des einverleibten Nahrungsmaterials zu gering war. 

Nach Grafes Anschauung soll der Hunger keine bedeutende Ver- 
anderung der sp.dy.W. hervorrufen. Aber C.M. Wilhelmj und 
F.C. Mann entdeckten 1930, daB die sp. dy. W. doppelt so stark auf- 
tritt, wenn einem Hunde nach zweiwoéchentlicher Hungerzeit Alanin und 
Glykokoll intravenés eingespritzt wird. Meine mit Glykokoll erzielten 
Resultate an Kaninchen stimmen mit denen der oben genannten 
Autoren nicht iiberein. 

Methodisches. 

Die Versuchseinrichtung beruht auf einem geschlossenen System fiir 
Respirationsversuche: ein Tierthermostat wurde durch erwiarmtes zirku- 
lierendes Wasser auf 28°C reguliert und mit einem Anippingschen Respi- 
rationsapparat und drei Williamschen Flaschen, die eine gewisse Menge von 
Kalilauge enthielten, mit einer Sauerstoffbombe verbunden. Die Zirkulations- 
geschwindigkeit im Kasten wurde auf 16 Liter pro Minute durch eine 
Rotationspumpe reguliert. 

Die absolute Sauerstoffmenge, die in einem bestimmten Zeitraum 
verbraucht wurde, berechneten wir mit dem Spirometer nach folgender 
Gleichung : 


0% pt.(pt— Wassserdam pfdruck ) 
760 . (1 + 0,003 663 . f) 


fe. 
Oo 


Wir geben hier den durchschnittlichen Wert des Atmospharendrucks, der 
Temperatur und des Wasserdampfdrucks vor und nach dem eigentlichen 
Biochemische Zeitschrift Band 283. 11 
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Versuch an. Die ausgeschiedene Kohlensaiuremenge wurde nach der Winki: 
schen Methode bestimmt. 

Als Versuchstier bedienten wir uns eines ungefahr 2500 g sechwer 
Kaninchens, dessen Korperoberfliache wir nach Meehs Formel berechnete: 
Folgendes Versuchsverfahren wurde angewandt: das Tier wurde zuerst v 
sichtig in den Kasten gesetzt und sein Grundumsatz in irgendeiner Zeit 
einheit bestimmt, dann nahmen wir es aus dem Kasten heraus, fiihrten il): 
eine bestimmte Menge in Wasser aufgeléste Aminosiure per os méglich 
schnell und ruhig ein und brachten es wieder in den Kasten zuriick, um di: 
verbrauchte Sauerstoff- und ausgeschiedene Kohlenséiuremenge noch einm: 
zu bestimmen. Die gesamte Versuchszeit betrug 9 Stunden. Wir konnte: 
die sp. dy. W. der Aminoséure aus der verbrauchten Sauerstoffmenge ait 
folgende Weise bestimmen: Dividiert man die verbrauchte Menge Sauer- 
stoff pro Stunde nach Aminoséureeinfiihrung durch die des Grundumsatzes und 
das prozentuale Verhaltnis zu ihm, so kann man leicht die Summe wahren« 
der ganzen Versuchsstunde bestimmen. 


Versuch mit Wasser. 


Verzar hat schon friiher berichtet, daB eine Erhéhung des Sauerstoff 
verbrauchs stattfindet, wenn man dem Hunde intravenés physiologisch« 
Kochsalzlésung einspritzt. Arzywanek hat auch mitgeteilt, daB dei 
Sauerstoffverbrauch des Hundes durch Eingeben von destilliertem 
Wasser oder einer Kochsalzlésung voriibergehend erhéht wird. Aut 
Grund dieser Tatsache priiften wir, ob bei unseren Gaswechselversuchen 
durch Einfiihrung von destilliertem Wasser, das als Lésungsmittel de: 
Aminosauren von uns benutzt wurde, auch bei uns die sp. dy. W. zum 
Vorschein kommen wiirde. Wir lieBen ein Kaninchen 24 Stunden 
hungern, fiihrten ihm dann per os 40 cem destilliertes Wasser pro kg 
Korpergewicht ein und untersuchten nach oben erwahntem Verfahren 
den Gaswechsel des Tieres. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. Durchschnittliche Resultate an Kaninchen Nr. 1.2 
Koérpergewicht: 2430 g; K6rperoberflache: 2327,4 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlens&ureproduktion 
in Liter pro Std in Liter pro Std. Respira- 
. ————————|i  torischer Bemerkungen 
otal- Total- Quotient 
menge pro 1000 gem menge pro 1000 qem 


1,140 0,489 0,830 0,356 
1,150 0,494 0,850 0,365 
1,140 0,489 0,860 0,365 
1,120 0,481 0,850 0,365 
1,130 0,485 0,859 0,365 
1,120 0,481 0,850 0,365 
1,110 0,476 0,850 0,365 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB das destillierte Wasser kein 


sp. dy. W. zeigt, obwohl der respiratorische Quotient (R. Q.) kleine 
Schwankungen innerhalb des physiologischen Umfanges erfuhr. 
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1,14¢ 
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0,961 
1.01¢ 
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-influB des Hungerns auf die spezifisch-dynamische Wirkung des Glykokolls. 
Kaninchen wurden am ersten Hungertage 20cem einer 10° igen 
asserigen Glykokollésung pro | kg Korpergewicht einverleibt, um durch 
(iaswechselversuche die sp.dyv. W. festzustellen. Die Entziehung von 
‘utter wurde weiter fortgesetzt und nach dem dritten, sechsten und zwélften 
Hungertage dieselbe Menge Glykokoll in den Tierkorper eingefiihrt und 
edesmal die sp. dy. W. gepriift (s. Tabelle I], III, IV, Vo ound Abb. 1). 
Tabelle Jl. 
Durehsehnittlicbe Resultate an Kaninchen Nr. l, 2, 3, 
Am ersten Hungertage. 
Korpergewicht: 2530 g; Koérperoberfliche: 2390,5 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlenséureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. 


Respira- 

torischer | Bemerkungen 
55 banshee ear a Quotient 

pro 1000 qem rotalmenge pro 1000 gem 


lotalmenge 
1,340 0,560 0,990 0.414 0,74 Grundumsatz 
1,600 0,669 1,220 0.510 0,76 1. Std. 
1,460 0,610 1,120 0,468 0,77 2 
1,480 0,619 1,150 0,481 0,78 2. 
1,470 0,614 1.160 0,485 0,79 4. 
1,460 0,610 1,140 0,476 0.78 6. 
1,440 0,602 1,090 0,455 0,76 8. 


Tabelle LL. 
Durehschnittliche Resultate an Kaninchen 
Am dritten Hungertage. 
K6érpergewicht : 2290 ¢; Kérperoberflache: 2237,3 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlenséureproduktion 

in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 

——$$$__— en Bemerkungen 
Total- Total- Quotient 
menge Pro 1000qem menge | pro 1000 qem 


1.140 0.509 0.800 0.357 0.70 Grundumsatz 
1.310 0.585 0,930 0,415 0.71 1. Std. nach Glykokolleinfiihrung 
1,240 0,554 0.890 0,397 0.72 , a 
1,240 0,554 0,880 0,393 0.71 ee : 
1,250 0,558 0,890 0,397 0,71 

1,260 0,563 0,890 0.397 0.71 

1.270 0,567 0,899 0,397 0,70 

Tabelle EY. 
Durehsehnittliche Resultate an Kaninchen 
Am sechsten Hungertage. 
Kérpergewicht: 2120 ¢: Kérperoberflache: 21252 Gem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlenséureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
- torischer semerkungen 
Total- Total- Quotient 
menge pro 1000 qem menge pro 1000 qem 


0,960 0.451 0.660 0.310 0.69 Grundumsatz 

1.010 0.475 0.700 0.329 0.69 1. Std. nach Glykokolleinfiihrung 
1,050 0,491 0,740 0,348 0.70 2. » 

1,020 0,479 0.710 0.334 0,70 Ree Sore 

1,020 0,479 0,700 0,329 0.69 i = 

1.010 0.475 0.690 0,324 0,68 5 

1.020 0.479 0.709 0,329 0.69 
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Tabelle V. 
Durchsehnittliche Resultate an Kaninchen Nr. 1, 2, 3, 4. 5, 
Am zwolften Hungertage. 


Korpergewicht: 1710 mg: Kérperoberflaiche: 1841,8 qem. 





Sauerstoffverbrauch | Kohlenséiureproduktion 


in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
torischer Bemerkungen 
Total- Total- Quotient 
menge Pro 1000 gem menge Pro 1000 qem 
| 

0,790 0,428 | 0,550 0,298 0,74 Grundumsatz 
0.740 0,401 || 0,620 0,336 O,84 1. Std. nach Glykokolleinfiihru 
0,770 0,418 || 0,610 0,331 0,79 2 A 
0.820 0,445 0,620 0,336 0,75 ae : 3 
0,830 0,450 0,610 0.331 0,74 i < ‘ 
0,830 0,450 0,610 0.331 0,74 5. 
0,840 0,456 0,610 0,331 0,73 6. : 


Wie man aus den Tabellen ersehen kann, war die sp. dy. W. des Glyko 
kolls am ersten Hungertage in der ersten Stunde nach Glykokolleinverleibung 
am starksten, sie stieg um 19,4°, tiber den Grundumsatz. Am dritten 
Hungertage war auch in de: 
170 ersten Stunde nach Einfiihruny 









nN des Glykokolls die sp. dy. W 
1460'—§8 8 am starksten, néimlich 14,9°,, 
SS iiber dem Grundumsatz, je- 
1,50 §5 a a doch schwacher als am ersten 
149 S| Hungertage. In der zweiten 





Stunde nahm die Wirkung 
ziemlich ab (8,8°,) und bliel 
dann unverandert. Am 
oo sechsten Hungertage trat dir 
sp. dy. W. verzégert in Er- 
scheinung und sie stieg in de: 
ersten Stunde nach Glykokoll 
einfiihrung nur auf 5,0°, an, 
| | } erst in der zweiten Stunde 
72. unger tag zeigte sie die gréBte Steige 


gc a (Gees pees ee rung, namlich 9,4 °%, und blie!) 

on! 7 | | bis zur achten Stunde anni- 

“ 07 2 3 ¥ 5S 6 9 687 hernd am derselben Hohe. 

ABD: 1. Dann erfolgte eine Stoft 

wechselsteigerung auf 6,3°, 

Im allgemeinen hatte die Wirkung, verglichen mit der am ersten und 

dritten Hungertage, deutlich nachgelassen. Am zwélften Hungertage fehlte 

die sp. dv. W. in der ersten Stunde nach Glykokollfiitterung, erst in de: 
zweiten und dritten Stunde stieg sie etwas an. 


























Die Menge des verbrauchten Sauerstoffs nahm mit der Dauer des 
Hungerns ab: am dritten Hungertage zeigte sich schon eine 15 %ige, dam 
rasch absinkend bis zum sechsten Hungertage eine 28,4 °4ige Senkung. An 
zwolften Hungertage sank die Wirkung auf 45,0, vom ersten Tage a1 
gerechnet. 
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Die ausgeschiedene Kohlensiuremenge sank prozentual stirker als die 
sauerstoffmenge: am dritten 19,2°,, am sechsten 33,4°, und am zwélften 
Hungertage 44,5). 

Wenn man diese Zahlen auf die K6rperoberflaicheneinheit umrechnet, 
ank am dritten Tage der Sauerstoffverbrauch auf 9,2°,), Kohlensaure- 
vusscheidung auf 13,8°,; am sechsten Tage: 19,5 und 25,2°,, dann ging es 
veiter herab und am zwolften Tage notierten wir: 28,3 und 28,1 %. 


Die Veranderung des R. Q. an den Hungertagen war: am ersten Tage 
durehschnittlich 0,74, nach dem dritten Tage zwischen 0,69 bis 70. Der R. Q. 
nahm also mit der Dauer des Hungerns etwas ab. Der R. Q. nach Glykokoll- 
einfiihrung zeigte am ersten und dritten Hungertage keine groBe Ver- 
inderung, aber am zwo6lften Tage in der ersten Stunde nach Glykokollein- 
verleibung eine sehr deutliche Steigerung, dann sank er allmahlich bis 
auf 0,73 bis 0,74. 


Zusammenfassend lauten unsere Ergebnisse wie folgt: Die sp. dy. W. 
des Glykokolls wird mit der Dauer des Hungerns nach und nach ab- 
geschwacht und verzégert, um endlich bei hochgradigem Hunger ganz 


zu versehwinden. 


Einflu8 von Glucose auf die spezifisech-dynamische Wirkung des Glykokolls 
bei hochgradigem Hunger. 


Im vorigen Kapitel haben wir schon erwahnt, dab die sp. dy. W. 
des Glykokolls mit der Dauer des Hungerns abgeschwacht und verzégert 
wird, bis diese Wirkung bei hochgradigem Hunger vollkommen ver- 
schwindet. C. WM. Wilhelmj und — , 
F.C. Mann haben 1930 experi- 10, 





mentell nachgewiesen, dab bei 


: ; 1 Munger tag 
einem Hunde, dem man zwei 
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Wochen lang die Nahrung ent- 77 ——= 
zogen,dann,nach kohlenhydrat- 47 —.|§——+-—}— 
reicher Nahrung, Glykokoll oder iS iS 
we enteral einverleibt 2-88 N 1, 
Alanin pare nte ral emve rleibt 8 § S 11 Mungertay 
hatte, die sp. dy. W. in solchem  gggl- S| 8- Ni son 
. : B ’ : - ° ~ 
Falle nicht nur kleiner als die ir ie ‘6. Aungert 
; j af 280 . : i 
in der Hungerperiode nach Ein- as 
fuhrung von Substanzen ea aa ae oe a a oe 
wesen ist, sondern noch nie- sie 


driger als vor der Hungerzeit. 

Wir interessierten uns fiir diese Tatsache und untersuchten an 
Kaninchen nach verschieden langen Hungerperioden die sp. dy. W. der 
Kohlenhydrate und des Glykokolls, ferner auch das Verhiltnis der ein- 
verleibten Substanzen wahrend der Hungerzeit. 
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Gesunden Kaninchen (A, B und C, D) wurden am ersten Hungerta, 
20 cem einer 10° igen wasserigen Glykokollésung pro 1 kg Koérpergewic! 
per os eingefiihrt und die sp. dy. W. durch oben erwahnte Methode unt 
sucht. Am elften und sechzehnten Hungertage wurde den Versuchstier: 


— 


sauers 
Tabelle VI. in L 

Durchsechnittliche Resultatean Kaninchen A, B,C und D. 

Am ersten Hungertage. s 

‘ . 780 
Koérpergewicht: 2750 g, Kérperobertlache: 3527.1 qem. S10 
0,750 
770 


930 





Sauerstoffverbrauch | Kohlensiureproduktion 
in Liter pro Std in Liter pro Std. Respira- 


— torischer Bemerkungen 900 
Total- Total- tie . 
pete pro 1000 qem anon pro 1000 qem Quotient 56! 
g S30 
SILC 
1,190 0,470 0,840 0,332 0,71 Grundumsatz er 
1,380 0,546 0,940 0,371 0,68 . Std. nach Glykokolleinfiibrung Losun 
1,270 0,502 0,950 0,375 07% iz. . : sucht 
F ~ — IXGrpe 
1,290 0,510 0,970 0,383 0,75 
1,280 0,506 0,950 0,375 0,74 
1,270 0,502 0,959 0,375 0,75 rey a ausge 
~ di J H 
1,260 0,498 0,920 0,364 0,73 oe 
eintiil 
ak : man | 
Fabelle VIT. nur v 
Durchsehnittliche Resultate an Kaninchen A, B, C und D. eg 
Oa 
Am elften Hungertage. Glyke 
Koérpergewicht: 2020 g, Kérperoberfliche: 2058,2 qem. stark 
Die s 





Sauerstoffverbrauch Kohlensdéureproduktion ; 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- deuthi 
a zi ene i Bemerkungen zehnt 
Total- Quotient 
menge Pro 1000 qem nach 
Hung 
~ p re s I 
0,790 0,383 0,560 0,271 O71 Grundumsatz deus 
0.850 0,412 0.710 0.344 0.84 1. Std. nach Glucoseeinfiihrung der « 


0,750 0,364 0,700 0,340 0,93 “Se und ¢ 
0740, 0,359 0,710 0,344 09 |s, , . —_ 
0,940 0,456 0,856 0,415 0,91 — . Glykokolleinfiihrung 
0,940 0,456 0,850 0,413 0,90 ili 
0,930 0,451 0.845 0.410 0.91 3. 4 ‘nm E 
0,930 0,451 0,790 0,383 0,85 ae ’ Glue 
0,920 0,444 0,780 0,378 0,85 5. wird 


von ¢ 


Total- 


menge | Pro 1000 qem 
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Tabelle VIT!. 
Durehsehnittliche Resultate an Kaninchen A, B, C und D. 
Am sechzehnten Hungertage. 
Kérpergewicht: 1880 g, Kérperoberflache: 1961.6 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensiureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
—— — torischer Bemerkungen 
otal- Total- Quotient 
pro 1000qem_ ss menge = PTO 1000 qem 


menge 
enge 


0,780 0,368 0.570 0,290 0,73 Grundumsatz 

0.810 0,412 0,740 0,377 091 1. Std. nach Glueoseeinfiihrung 
0,750 0,832 0,735 0,374 0,96 2 ; 3 

0.770 0,341 0.760 0,355 0,99 3 3 x 

0.930 0,477 0,900 0.458 0.97 : . Glykokolleinfiihrang 
0,990 0,459 0,810 0,412 6,90 

0.86) 0,438 0,780 0,397 0,91 i : 

0.830 0,423 0,730 0,372 0.88 3 : s 

O.S10 0,412 0,700 0,356 0,86 he fs : 

ie 6g Glucose pro 1kg Kérpergewicht in Form von 10° ,iger wisseriger 
Losung per os einverleibt und die sp. dy. W. im Laufe von 3 Stunden unter- 
sucht; endlich wurde ihnen je 20 cem einer 10 °jigen Glykokollésung pro 1 kg 
Kérpergewicht per os eingefiihrt und die sp. dy. W. nochmels untersuch‘ 

Die Resultate sind tabellarisch angegeben. 

Aus den Tabellen ergibt sich nun, daB die sp. dy. W. des Glykokolls, die 
ausgeschiedene Kohlenséuremenge und der R. Q. am ersten Hungertage fast 
die Héhe der im ersten Kapitel angegebenen Kesultate erreichten. 

Am elften Hungertage wurde in der ersten Stunde nach Glucose- 
einfiihrung ein etwas starkerer Sauerstoffverbrauch festgestellt (7,6°,), d. h. 
man konnte die sp. dy. W. der Glucose erkennen. Diese Wirkung war aber 
nur voriibergehend und der Sauerstoffverbrauch sank bald unter den Grund- 
umsatz. Der R.Q. stieg in der zweiten Stunde bis zu einem Maximum von 
0,93 nach Glucoseeinfiihrung. Als man in der darauf folgenden Stunde 
Glykokoll in den Tierkérper einfiihrte, nahm die verbrauchte Sauerstoffmenge 
stark zu (18,9°%,). Der Wert blieb bis zur fiinften Stunde fast unverandert. 
Die sp. dy. W. des Glykokolls trat also starker hervor bei Vorhandensein 
von Glucose und verlangerte die Wirkung. Glykokolleinverleibung ruft keine 
deutliche Veranderung des R. Q. hervor, er bleibt auf etwa 0,90. Am sech- 
zehnten Hungertage erschien die sp. dv. W. der Glucose in der ersten Stunde 
nach Einfiihrung am starksten, diese Wirkung war etwas groBer als am elften 
Hungertage. Hierauf sank sie rasch ab. 

Die Vermehrung der Kohlenséureausscheidung wird deutlich sichtbar, 
dementsprechend stieg auch der R. Q. sehr stark. Das Maximum wurde in 
der dritten Stunde erreicht. Das Glykokoll verstarkt also die sp. dy. W. 
und diese erreicht erst allmahlich nach 3 Stunden den H6hepunkt. Der R. Q. 
sank nach Glykokolleintiihrung sehr langsam ab. 

Zusammenfassend lauten unsere Ergebnisse wie folgt: 

Am Kaninchen ist die sp. dy. W. der Glucose an den Hungertagen 
sehr schwach. Auch die sp.dy. W. des Glykokolls verschwindet fast 
im Hungerstadium des Kaninchens, fiittert man es jedoch vorher mit 
Glucose, so erkennt man die starke Wirkung des Glykokolls. Daraus 


wird die innige Beziehung zwischen Glucose und Glykokoll offenbar. 
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KinfluB von Glucose auf die spezifisch-dynamische Wirkung des Glykokolls 
bei Phlorhidzindiabetes. 

Im vorigen Kapitel haben wir schon erwahnt, dab die sp. dy. W 
von Aminosiuren mit Kohlenhydrat in inniger Beziehung steht. 

Wir kénnen aber bei diesem Experiment die Hungerwirkung selbs 
nicht beriicksichtigen. Aus diesem Grunde haben wir Phlorhidzin i; 
gesunde Kaninchen eingefiihrt, um méglichst schnell die Kohlenhydrat: 
aus dem Koérper zu vertreiben. Dann wurde wieder an den nunmeh 
diabetischen Kaninchen die sp.dy. W. von Glucose und Glykokol! 
weiter untersucht. 

Den Kaninchen Nr. 7, 8, 9 wurde | g Phlorhidzin pro | kg Kérpergewicht 
mit Wasser per os eingefiihrt. Nach 7 bis 8 Stunden wurde Zucker im Harn 
deutlich ausgeschieden. Den Tieren wurde wibrend zweier Tage die Nahrung 
entzogen, dann unser Experiment weiter durchgefiibrt. 

Tabelle IX. 
Durchsehnittliche Resultate an Kaninchen Nr. 7, 8, 9. 
(Diabetisiert mit Phlorhidzin.) (Kontrollversuche. ) 
Ko6rpergewicht: 2220 g, Kérperoberfliche: 2190.9 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensiuremenge 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
- - - torischer Bemerkungen 
Total- Quotient 


Total- 
menge | Pro 1000 qem 
£ 


menge | Pro 1000 qem 
0,970 0,442 0,700 0,319 0,72 Grundumsatz 
1.049 0,474 0.850 0.387 0,82 1. Std. nach Glykokolleinfiihrung 
1,020 0,465 0,800 0,365 0,78 ; 
1,000 9,456 0,770 0,351 0, 
0,970 0,442 0,750 0,342 0, i < e " 
0, 
0, 


> 
-- o 
oO. 


9,950 0,433 0,730 0,330 6.5 
0,950 0,433 0,720 0,328 6 8 2 ‘ 


Zur Kontrolle wurden den diabetischen Kaninchen 20 cem einer 10°, igen 
wasserigen Glykokollésung pro 1 kg Koérpergewicht per os eingefiihrt und 
deren sp. dy. W. gepriift. 


An den diabetisierten Kaninchen Nr. 7, 8 und 9 wurde am ersten Tage 


der Grundumsatz bestimmt, dann 6g Glucose pro 1 kg Koérpergewicht in 





Grundumsarz 
Traubenzucker 











rs BI ¥ 5 iy 7 8 Sta. 
Abb. 3. 


Form von 10°,iger wasseriger Lésung per os eingefiihrt und die sp. dy. W. 


im Laufe von 3 Stunden gepriift; weiter wurde den Versuchstieren 20 cem 


einer 10° igen Glykokollésung pro | kg Korpergewicht eingefiihrt und die 


sp. dy. W. nochmals untersucht. 
Die Resultate sind tabellarisch angegeben. 
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fabelle X. Durehschnittliche Resultate an Kaninchen Nr. 7, 8 9. 
(Diabetisiert mit) Phlorhidzin.) 


Kérpergewicht: 2210 g¢, Kérperoberflache: 2184,4 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensiureproduktion 


in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
torischer Bemerkungen 

Total- Total- (Quotient 
menge pro 1000 qem menge pro 1000 qem 
0.920 0,421 0,690 O315 0,75 Grandumsatz 
0,960 0,439 0.910 0.416 0,95 1. Std. nach Glucoseeinfiihrung 
0,950 0,434 0,920 0,421 0,97 - a eae Z 
0,920 0,421 0,890 0,407 0,97 ; a ss ss 

1,080 0,488 1,060 0.484 0,98 4. Glykokolleinfiihrung 
1,050 0,480 1,010 0,462 0,96 , 

1,030 0,471 0,980 0,448 0,95 wee | : 

1,030 0,471 0,930 0,425 0.90 We, 2 

1,610 0,462 0,900 0,412 0,89 5 - 


Aus der Tabelle geht hervor, daB an den diabetischen Kaninchen die 
sp. dy. W. des Glykokolls sich nur schwach zeigt, der Sauerstoffverbrauch 
in der ersten Stunde nach Glykokolleinfiihrung nur um 7,2°, stieg und 
wieder absank, in der vierten Stunde schon bis auf den Grundumsatz, spéiter 
unter diesen. Die Ausscheidung der Kohlensiiure vermehrte sich in der 
ersten Stunde nach Glykokolleinfiihrung ein wenig, stellte sich aber nach und 
nach vollkommen ein. Der R. Q. erreichte in der ersten Stunde das Maxi- 
mum 0,85 und ging allmahlich auf 0,76 zuriick. 

Nach Glucosezufuhr am phlorhidzin-diabetischen Kaninchen stieg 
der Sauerstoffverbrauch ein wenig, in der ersten Stunde auf 4,3°,, nach 
3 Stunden sank er auf den Grundumsatz zuriick. Die Kohlensaure- 
ausscheidung vermehrte sich sehr rasch nach CGlucoseeinfiihrung. Danach 
stieg der R. Q. bis auf 0,95 und blieb in den nachsten 3 Stunden un- 
verandert. 

Als wir zu dieser Zeitpunkt Glykokoll einfiihrten, entwickelte sich in 
der ersten Stunde die sp. dy. W. ziemlich stark, der Sauerstoffverbrauch 
erhoéhte sich um 17,4°,. In der dritten Stunde sank er bis auf 12,0°,. Dann 
blieb der Wert 1] Stunde lang fast unverandert. 

Der R. Q. stieg in der ersten Stunde nach Glykokollzufuhr bis auf 0,98, 
dann sank er wieder allmahblich. 

Zusammenfassend lauten unsere Ergebnisse wie folgt: Die sp. dy. W. 
des Glykokolls wird durch Phlorhidzin bedeutend abgeschwacht, sie ist 
nur von kurzer Dauer im Vergleich zu den mit gesunden Kaninchen 
durchgefiihrten Experimenten. 

Die vorherige Einfiihrung von Glucose erhéht und verlangert die 
Wirkung. 

Zusammenfassung. 
1. Destilliertes Wasser zeigt keine sp. dy. W. 
2. Am Kaninchen ist die sp. dy. W. der Glucose an den Hunger- 


tagen sehr schwach. 
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3. Die sp. dy. W. des Glykokolls wird mit der Dauer des Hungern 
nach und nach abgeschwacht und verzégert und verschwindet bei hoch 
gradigem Hunger fast ganzlich. 

4. Jedoch wird durch vorherige Fitterung mit Glucose die Wirkung 
des Glykokolls erhoht. 

5. Durch Phlorhidzin wird die sp. dy. W. des Glykokolls bedeutend 
abgeschwacht und verkirzt. 

6. Die vorherige Einfiihrung von Glucose erhéht und verlangert dik 
Wirkung deutlich. 


7. Also ist nach den oben erwahnten Tatsachen zur Entwicklung 


der sp. dy. W. des Glykokolls Glucose absolut notwendig. 


Literatur. 
1) &£. Graje, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 21, 1910. 4 
Krzywanek, diese Zeitschr. 184, 500, 1922 u. 19238. 3) C. M. Wilhelm) u. 
F.C, Mann, Amer. J. Phys. 98, 288, 1930. 
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Beitriige zur Kenntnis der spezifisch-dynamischen Wirkung 
yon Aminosiuren. 
Il. und II]. Mitteilung: 


il. Uber den EinfluB der Konfiguration der Aminosiuren auf die spezifiseh- 
dynamische Wirkung. 


Von 
Y. Masai, H. Mabuchi und T. Fukiwake. 
(Aus dem physiologischen Institut der kaiserlichen Universitat zu Osaka.) 
(Eingegangen am 21. September 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Man versteht gegenwartig unter der spezifisch-dynamischen Wirkung 


(sp. dy. W.) eine spezifische Reizung der Zellen, welche durch die von 
den Organen resorbierten Stoffe bewirkt wird und eine Steigerung des 
Energiewechsels zur Folge hat. Uber die Ursache des Reizes ist nichts 
Bestimmtes bekannt. Um den EinfluB der Konfiguration der Amino- 
siuren auf die sp.dy. W. zu bestimmen, fiihren wir die folgenden 
Experimente aus. Die Anordnung und Methodik der Versuche war die 
gleiche wie in der ersten Mitteilung. 


1. Alanin. 


A. Versuche mit 1(--)-Alanin. Den Kaninchen wurde 2,55 ¢ 
| (+-)-Alanin in Form einer 10° igen wasserigen Losung pro | kg Koérper- 
gewicht per os eingefiihrt. Gaswechselversuche wurden bei jedem Kaninchen 
je dreimal wiederholt (Tabelle I). 

Tabelle I. 
Durchschnittliche Resultate an Kaninchen A, B und C. 
1 (+ )-Alanin. 
Koérpergewicht: 2370 g, Koérperoberfliche: 2290,0 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlens&ureproduktion 
in Liter pro Std.} in Liter pro Std. Respira- 
. - —_—_____ torischer Bemerkungen 
Quotient 


Total- si | Potal- 


menge | Pro 1000qem_ = menge Pro 1000 gem 


1,030 0,449 0,740 0,323 By Grundumsatz 

1,200 0,524 0,900 0,393 Mi nach1( + )-Alanineinfiihrung 
1,160 0,506 0,880 0,384 y 

1,130 0,493 0,890 0,388 

1.120 0,489 0.880 0,384 

1,100 0,480 0.890 0.388 

1,080 0,471 0,850 0,371 


B. Versuche mit d(—)-Alanin. Den bei unserem vorigen Versuch 
benutzten Kaninchen wurde pro | kg K6érpergewicht 2,55 g d (—)-Alanin 
als wasserige Lésung per os eingefiihrt und Gaswechselversuche ausgefiihrt 


(Tabelle II). 
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Tabelle II. 
Durchschnittliche Resultate an Kaninehen A,B und C. 
dl (-—)-Alanin. 


Korpergewicht: 2320 g, Kérperoberfliche: 


99-7 


56.6 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensiureproduktion 
in Liter pro Std in Liter pro Std. Respira- 
torischer Bemerkungen 
Total- Total- Quotient 
menge pro 1000 qem menge pro 1000 qem 


1.000 0,443 0,720 0.319 0.72 Grundumsatz 
1,150 0,509 0.840 0,372 0,73 1. Std. nach d (—)-Alanineinfiihrung 
1,060 0,469 0,810 0,358 0.76 2. " ‘ 
1,030 0,456 0,760 0.336 0,74 3. z 
1,020 0,452 0,770 0,341 0.75 - . 
1,020 0,452 0.780 0,845 0,77 5. a a 
1,010 0,447 0,760 0,336 0,75 . 


C. Versuche mit d,l-Alanin. Dem gesunden Kaninchen wurde pro | kg 
K6rpergewicht eine wasserige Losung von 2,55 g d, |-Alanin per os eingefiihrt 


und Gaswechselversuche unternommen (Tabelle IIT). 


Tabelle IIT. 
Durchschnittliche Resultate an Kaninchen A, B und C. 
d, |-Alanin. 


Korpergewicht: 2270 g, K6rperoberfliche: 2224,4 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensaureproduktion 


in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
— —_— torischer Bemerkungen 
Total- Total- Quotient 


pro 1000 qem pro 1000 qem 


menge menge 


1,050 0.472 0.810 0,364 0.77 Grundumsatz 
Std. nach d,1-Alanineinfiihrung 


1,110 6,499 0.890 0,400 0,80 1. 
1.150 0,416 0.900 0,404 0,78 2. 
1.160 0,521 0,880 0,395 0.76 F 
4 
. 


1,170 0,525 0,870 0,391 0,74 . 
1.160 0.521 0,880 0,395 0,76 — = 
1,160 0,521 0,870 0,391 G7d 8. , 


d(—)-, I(+-)- und d, 1l-Alanin bewirken mehr oder minder starke 
sp. dy. W., deren Intensitat und Dauer aber verschieden ist. Am 
starksten wirkt das natirliche | (+-)-Alanin:; in der ersten Stunde nach 
Einfiihrung erfolgt schon eine 16,5° ige Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs tiber den Grundumsatz, der dann von der zweiten Stunde 
an absinkt, doch ist er in der achten Stunde mit 4,5°, immer noch 
héher als der Grundumsatz, ein Beweis dafiir, daB die sp.dy. W. des 
|(+)-Alanins senr stark und anhaltend ist. 

Einfiihrung von d (—)-Alanin raft ebenfalls in der ersten Stunde 
eine ziemlich deutliche Steigerung des Sauerstoffverbrauchs hervor, 
diese fallt aber sehr rasch auf den Grundumsatz; d.h. die sp. dy. W. 
des d (—)-Alanins ist nur von ganz kurzer Dauer. 
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Das Verhalten des racemischen Kérpers ist ganz verschieden von 
den beiden optisch aktiven Komponenten. Einfithrung von d, |-Alanin 
fiihrt eine langsame Steigerung des Sauerstoffverbrauchs herbei, die 
in der vierten Stunde erst 
das Maximum (11,4°,) er- 
reicht und sich lange Zeit 
auf derselben Hohe — halt. 

Der respiratorische Quo- 
tient zeigte, abgesehen von 
einer minimalen Steigerung 
waihrend der ersten Stunde, 
bei 1(-+-)-, d(—)- und d, I- 


Alanin keine nennenswerten 





Abb. 1 


Veranderungen. 
2. Glutaminsiiure. 

Nach Lusk und Grafe soll die Einverleibung grober Mengen von 
Glitaminsaure sp. dv. W. hervorrufen, eine kleine Menge jedoch keine. 
Wir untersuchten nun die sp. dy. W. einer relativ kleinen Menge Glut- 
aminsaure und priiften gleichzeitig den EinfluB der Konfiguration. 

A. 1 (+ )-Glutaminsdure. Den Kaninchen G, H und I wurde pro | kg 
Kérpergewicht 1 g 1 (+ )-Glutaminséure in Form einer wasserigen Losung 
per os eingefiihrt. Gaswechselversuche wurden bei jedem Kaninchen je 
dreimal wiederholt (Tabelle IV). 

Tabelle IV. 

Durchsechnittliche Resultate an Kaninchen G, H und LI. 

| (+ )-Glutaminsaure. 


K6érpergewicht: 2450 g, Kérperoberflaiche: 2340,3 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlenstiureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std 
y " Bemerkungen 


espirato- 


Total- 


Total- | 
menge 


menge pro 1000 qem 


L 


pro 1000 qem 


0,990 0,423 0,760 0,324 76 Grundumsatz 

1,160 0,495 0,940 0,401 ; .Std.n.1(+)-Glutaminsiureeinfiihrung 
1,160 0,495 0,920 0,393 79 |, 2. ‘ > 

1,140 0,487 0,880 0,376 3. 

1,130 0,482 0,860 0,367 

1,120 0,478 0.830 0,354 

1,110 0,474 0,820 0,350 


B. Versuche mit d,l-Glutaminsdure. Den gesunden Kaninchen wurde 
pro 1 kg Koérpergewicht 1 g d,1-Glutaminséure in Form einer wasserigen 
Lésung per os eingefiihrt und Gaswechselversuche unternommen (Tabelle V). 


Sowohl | (+-)- wie d, 1-Glutaminsaéure rufen die sp. dy. W. hervor. 
Die Wirkung der natiirlichen | (+)-Glutaminsaure ist starker als die 
des d,1-Kérpers. In der ersten Stunde nach | (-+)-Glutaminsaure- 
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Tabelle V. 
Durchsehnittliche Resultate an Kaninchen T, K und 
d, |-Glutaminsaure. 


Koérpergewicht: 2150 g, Kérperoberflache: 2144,5 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensiureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
— torischer Bemerkungen 
lotal- Total- Quotient 
menge pro 1000 qem menge pro 1000 qem 


0,930 0,433 0,690 0,321 0,74 Grundumsatz 

1.060 0,494 0,890 0,415 0,84 (1. Std.n.d,1-Glutaminsiureeinfiihrung 
1.070 0.498 0.820 0,382 0,77 |2 
1,040 0,484 0,770 0,359 0,74 |/3. 
1.020 0,475 0.750 0,350 0,74 4. 
0,999 0,461 0,730 0,340 0,74 | 6. 
0.980 0.456 0,730 0,340 0,74 |8. 


“oH 


einfihrung erfolgt schon eine 17,2°,ige Steigerung des Sauerstoff- 
verbrauchs tiber den Grundumsatz. Obgleich er dann allmahlich sinkt, 
ist er in der achten Stunde immer noch 12,1 °, héher als der Grund- 
umsatz. Die sp. dy. W.der 
1( -+-)-Glutaminsaure ist also 
| es ae | iiberraschend stark und 
L/+)- Glutaminsaure anhaltend. 

Die Einfiihrung von 
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2——= 


al-Glutammnsaure 


optisch inaktiver Glutamin- 
sdure ruft in der zweiten 











Stunde eine ziemlich deut- 
Abb. 2. liche Steigerung des Sauer- 
stoffverbrauchs hervor 
(14,0°,), der dann aber steil abfallt und in der achten Stunde 5,4 °/ 
héher als der Grundumsatz ist. 


Der RQ. zeigt bei | (+)-Glutaminsaureeinfiihrung keine bedeutende 
Veranderung, nur d, I-Glutaminsaure ruft in der ersten Stunde nach 
Einverleibung eine deutliche Steigerung hervor. 


3. Versuche mit Asparaginsiure. 

Nach Lusk und Mitarbeitern ruft die Asparaginsaure keine sp.dy. W. 
hervor. Grafe gibt an, daB diese Wirkung ganz inkonstant sei. Wir 
untersuchten die sp.dy. W. der Asparaginséure nach Einverleibung 
und priften auch den EinfluB der Konfiguration auf die sp. dy. W. 

A. Versuche mit l(—)-Asparaginsdure. Den Kaninchen L, K und F 
wurden pro 1 kg Kérpergewicht 1 g Asparaginsiure als wiasserige Lésung 
per os eingefiihrt. Gaswechselversuche wurden bei jedem Kaninchen je 
dreimal wiederholt (Tabelle VI). 
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Tabelle V1. 
Durehschnittliche Resultate an Kaninehen L, K und T. 
| (—)-Asparaginsaure. 


Korpergewicht: 2160 g, Koérperoberflache: 2152,2 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensiureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. 
—_ adie mae . . Bemerkungen 
otal- Total- 

menge pro 1000 qem menge pro 1000 gem 

0,880 0,408 0,660 0,306 WE Grundumsatz 

1.010 0.469 0.850 0.394 , 1.Std. n.d (—)-Asparaginsdureeinfiihrung 

1,030 0,478 0,820 0,381 

1,000 0,464 0.750 0,348 

0,960 0.446 0,720 0,334 

0.910 0,422 0,709 0,825 

0,900 0,418 0,690 0,320 


B. Versuche mit optisch inaktiver Asparaginsdure. Den gesunden Kanin- 
chen I, M und N wurden pro | kg Koérpergewicht I g d, |-Asparaginsaure 
per os eingefiihrt und Gaswechselversuche unternommen (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 
Durehsehnittliche Resultate an Kaninchen I, M und N. 
d, l-Asparaginsaure. 


K6érpergewicht: 2260 g, Korperoberfliche: 2217,9 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlenstiureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
—___—_ . torischer Bemerkungen 
Total- Quotient 


menge pro 1000 gem 


menge 


pro 1000 gem 


1,070 0,482 0,770 0,347 0,72 Grundumsatz 

1,120 0,504 0,929 0,414 0.82 1. Std.n.d,l-Asparaginsdureeinfiihrung 
1,090 0.491 0,850 0,383 0,78 2. 
1,980 0,486 0,800 0,360 0,74 3. 
1,060 0,477 0,780 0,351 0,74 4 
1.050: 0,473 0,799 0,356 0.75 6. 
1,040 0,468 0,780 0,351 0.75 8. 


Wie man aus den Tabellen VI und VII ersieht, war die sp. dy. W. 
der | (—)-Asparaginsdure wider Erwarten stark: in der zweiten Stunde 
nach Eimverleibung erfolgt schon eine 17°%,ige Steigerung des 
Sauerstoffverbrauchs iiber den 
Grundumsatz. Dann nimmt 





der Sauerstoffverbrauch nach 
und nach ab und erreicht in °° = Lal Asparaginsaure 
der achten Stunde fast den 
Grundumsatz. 
Mit d, l-Asparaginsaure 
konnten wir keine sichere 
sp. dy. W. feststellen. 
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Zusammenfassung, 


\ 


1. Alanin, Glutaminsaure und Asparaginsaure rufen die sp. dy. \\ 
hervor. 

2. Die sp.dy. W. der natiirlichen Aminosaure ist starker als di 
des optischen Antipoden und des Racemkérpers. 


3. Die sp.dv. W. der d, |-Asparaginsaure ist auBerst schwac! 


Literatur. 


1) #. Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 118, 1, 1915. 2) BE. Graje u 
Eckstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 107, 73, 1919. 3) Gr. Lusk, Centralb! 
phys. 21, 881, 1908. 4) Derselbe, Amer. J. of Physiol. 90, 438, 1929 


Ill. Abhingigkeit der spezifisch-dynamischen Wirkung 
von der Menge der Aminogruppen. 


R. Liebeschtitz-Plaut und H. Schadow haben 1926 mitgeteilt, daB dik 
sp. dy. W. des Glykokolls schwacher ist als die des Alanins. Nach J. Bang 
soll dagegen die Wirkung des Glykokolls starker als die von Alanin und 
Leucin sein. Seth und Lusk fanden, daB bei Glykokollzufuhr nicht nur de: 
Aminostickstoff im Blute steigt, sondern auch die sp. dy. W. im Vergleicl 
zu anderen Aminosiéuren starker hervortritt. £. Lundsgaard hat gefunden. 
da®B die Steigerung des Sauerstoffverbrauchs bei Alanineinfiihrung nur 86 °,, 
der von Glykokoll ausmacht, und hat diese Tatsache darauf zuriickgefiihrt, 
daB der Stickstoffgehalt beider Saéuren verschieden ist. D. Rapport und 
H. Howard haben hingegen bestritten, daB der Einflu®B des Glykokolls aut 
den Stoffwechsel starker sei als der von Alanin. C. M. Wilhelmj und 
F.C. Mann fanden, daB die sp. dy. W. von m/1000 Glykokoll und Alanin 
fast gleich ist. HE. Mulert hat mitgeteilt, daB Glykokoll die sp. dy. W. hervor 
ruft, dagegen diese Wirkung bei Alanin fehlt. DaB die sp. dy. W. mit Amino 
gruppen in inniger Beziehung steht, haben schon friiher Grafe, neuerdings 
auch Geelmuyden und Ferroine veréffentlicht. Nach ihrer Anschauung soll 
die Starke der sp. dy. W. der Stickstoffmenge parallel gehen. 


Um diese Fragen zu klaren, studierten wir die Beziehungen zwischen 
der sp.dy. W. der Aminosaéuren in Abhangigkeit von der Menge dei 
vorhandenen Aminogruppen. 

Versuchsanordnung und Methodik sind in der ersten Mitteilung 


beschrieben. 
1. Vergleichsversuche mit Alanin und Glykokoll. 


a) Alanin. Resultate mit Alanin haben wir schon in der II. Mitteiluny 
erwahnt. 

b) Glykokoll. Den Kaninchen A, B und C wurden pro | kg K6rper- 
gewicht 2g Glykokoll! in Form von 10 Giger wasseriger Lésung per os ein- 

' 2¢ Glykokoll sind aquivalent 2,55 g Alanin. Diese Menge Alani 
verwendeten wir bei den in der II. Mitteilung beschriebenen Versuchen. 
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vetihrt. An jedem Kaninchen wurde dieselbe Untersuchung dreimal 
iederholt. 
Die Resultate sind tabellarisch zusammengefaBt (Tabelle 1). Ferner 
iben wir in Abb. 4 den Sauerstoffverbrauch bei Glykokoll- und Alanin 
nfiihrung graphisch dargestellt. 


Tabelle I. 
Durehsechnittliche Resultate an Kaninchen A, B und © 
Gly kokoll. 


K6érpergewicht: 2460 g, Kérperoberflache: 2346,7 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensaureproduktion 
n Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
torischer Bemerkungen 
Total- Total- Quotient 
menge pro 1000 gem menge pro 1000 qem 


1.010 0,430 0.770 0,327 0,76 Grundumsatz 
1.280 0.545 0.990 0,421 0.77 1. Std. nach Glykokolleinfiihrung 
1.150 0.490 0.940 0.400 O81 


1,140 0.486 0,900 0.383 0.79 ae as 


1.140 6.486 0,890 0,379 0.78 
1,130 0,481 0,870 0,370 0.77 
1.110 0,473 0,850 0,362 0.76 


Aus der Tabelle ergibt sich nun, daB die sp. dy. W. des Glykokolls in 
der ersten Stunde nach Glykokolleinverleibung am starksten ist, sie stieg 
um 19,1 °, iiber den Grundumsatz. In der zweiten Stunde sank der Sauerstof?- 
verbrauch ziemlich rasch, trotzdem hielt er sich um 10°, iiber den Grund- 
umsatz. Dann blieb der Wert 
bis zur sechsten Stunde fast un- 


oO 


verandert. In derachten Stunde 
zeigte sich noch eine 7,1 °,ige *al-Alanin 
Stoffwechselsteigerung. Die sp. 


dy. W.des Glykokolls kann also 


Grundumsarz | 


L[+)-Alanin 
sehr lange Zeit andauern. Die 
Ausscheidung der Kohlensaure | 1 | *~a(-)-Alanin 
nahm in der ersten Stunde nach 
Glykokolleinfiihrung ziemlich °°" 7 2 3) OS 

stark zu, stellte sich aber nach Abb. 4 

und nach auf den Normalwert 

ein. Glykokolleinverleibung ruft keine deutliche Veranderung des R 








hervor, er blieb auf 0,75 bis 0,80. 


Vergleicht man nun die sp.dy.W. aquivalenter Mengen von 
Glykokoll, 1(+-)-, d(—)-, d, ]-Alanin, mitemander, so ergibt sich, daB die 
sp. dy. W. des Glykokolls am starksten ist, d. h., daB die Intensitat der 
sp. dy. W. der Aminoséuren nicht von der Stickstoffmenge abhangig 
ist, sondern daB jede Aminosdéure eine charakteristische Wirkung 
hervorbringt. 
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2. Vergleichsversuche mit Glutaminsiiure und Alanin. 
A. Versuch mit Glutaminsdure. Bei den Versuchen mit Glutami) infil 
saure haben wir 1g pro 1 kg Kérpergewicht eingefiihrt. Die Resultat ede 
sind schon in der I]. Mitteilung angegeben. 


b. Versuche mit d(—)- und d,l-Alanin. Da 1 ¢ Glutaminsaur 


0.67 g Alanin aquivalent ist, wurden den Kaninchen (P, Q,R und 


‘ 
S.T, V) 0.67 ¢ pro Lkg Kérpergewicht d(—)- und d, I-Alanin al 


wasserige Lésung per os eingefiihrt. Gaswechselversuche wurden bh: 
jedem Kaninchen je dreimal wiederholt (Tabelle IT und II). 


Tabelle II. 
Durchschnittliche Resultate an Kaninchen P, Q und R. 
d (—)-Alanin Mens 


Korpergewicht: 2160 g, Koérperoberflache: 2152,2 qem. stim) 


hewe 





Sauerstoffverbrauch Kohlensdureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
—_—— torischer Bemerkungen F 
Quotient i 
pro 1000 qem wiede 
W iu 
0.990 0.459 0.760 0,353 0.77 Grundumsatz Wasse 
0.990 0.459 0.850 0,394 0,86 é n. d(—)-Alanineinfiihrung Unte 
0,970 0,453 0,829 0,380 0,85 | 2. “ 
0,960 0.446 0.809 0.371 0.83 3. a 
0,930 0,432 0,772 0,358 0.83 : a 
0,900 0,418 0,750 0,348 0,83 ae 
0.990 0.418 0.750 0,348 0.83 Pa) oe 


Total- 


Total- 
menge Pro 1000qem_ —s menge 


Tabelle III. 

; - , com . Saue 
Durchsehnittliche Resultate an Kaninchen S, T und U. in 
d, |-Alanin. 

Tota 


Koérpergewicht: 2240 g, Koérperoberflache: 2205,1 qem. meng 





Sauerstoffverbrauch Kohlensaureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
-— ~ - —__—_—__—_ torischer Bemerkungen 
Total- Total- Quotient 
menge pro 1000 qem menge pro 1000 qem 


1,090 0,494 0,800 0,362 V7: Grundumsatz 
1,090 0.494 0,880 0,399 , 1. Std. nach d,1-Alanineinfiihrung 
1,080 0.489 0,840 0,380 8 | 2. a - 
1,040 0,471 0,830 0,376 : ‘ ‘ 
1,040 0,471 0,780 0,353 05 ‘ 
1.000 0.453 0.750 0.340 Wh eee 5 ; 
1.010 0.458 0.760 0,344 45 ‘ - die s 


‘ 


wurc 


An Hand der Tabellen kénnen wir leicht erkennen, daB sich bei 4g ( 


Einfiihrung einer geringen Menge d (—)- und d, |-Alanin kein bei E 
. , xu : hag ‘ é roel 

sp. dy. W. zeigt, wahrend Glutaminséure mit derselben Mengé Amino cat 
° ° ve ° 4.0 r 

gruppen eine deutliche Wirkung zeigt. dun 2 


Die sp.dy. W. der Aminosauren steht in gar keiner Beziehung Kohl 
zu der Menge der Aminogruppen, d.h. die sp.dy. W. geht nicht mit weist 
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ler eingefiihrten Aminoséiurenmenge parallel, sondern bei Aminosauren- 
infiihrung unter der bestimmten optimalen Menge wird deren sp. dy. W. 
edeutend abgeschwacht, bis sich keine Wirkung mehr zeigt. Dies 


[+)-Glufaminsaure 
al-Alanin 
SQUIE 
_a{-)-Alanin 
8 Sta. 
Abb. 5 


heweist, daB die Starke der sp. dy. W. der Aminosauren nicht von der 
Menge der Aminogruppen abhingt. Jede Aminosaure zeigt ihre be- 
stimmte Wirkung. 


3. Versuche mit verschiedener Glykokollmenge. 


A. Versuche mit 2g Glykokoll. Wir haben die Glykokollversuche 
wiederholt, um uns der obigen Resultate zu versichern. Den Kaninchen V, 
W und X wurden 2 g Glykokoll pro 1 kg Koérpergewicht in Form 10 °jiger 
wasseriger Lésung per os einverleibt. An jedem Kaninchen wurde dieselbe 
Untersuchung dreimal wiederholt (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 
Durchschnittliche Resultate an Kaninchen V, W und X., 
2¢g Gly kokoll. 


Korpergewicht: 2500 g, Kérperoberflache: 2372.5 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensaéureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
L torischer Bemerkungen 
Total- Quotient 
menge pro 1000 qem 


Total- 
menge 


pro 1000 qem || 


1.090 0,423 O.S8L0 0.314 0.74 Grundumsatz 
1,310 0,509 1,020 0,396 0.78 1. Std. nach Glykokolleinfiihrung 
1,170 0,454 0.900 0,349 0,77 2 
1,190 0.462 0.940 0.365 0.79 3 
1,160 0.450 0.880 0.342 0.76 4 
1,180 0,458 0.920 0.357 0,78 fi. 
1,180 0.458 0.910 0,353 0,77 8. 


B. Versuche mit 49 Glykokoll. Denselben Kaninchen (V,W, X) 
wurden 4g Glykokoll pro 1 kg Kérpergewicht per os eingefiihrt und 
die sp.dy. W. an jedem Kaninchen dreimal geprift (Tabelle V). 


Wie man aus den Tabellen (IV und V) ersieht, war die sp. dy. W. bei 
4.¢ Glykokoll pro 1 kg Kérpergewicht nur voriibergehend und schwacher als 
bei Einfiithrung von 2 g Glykokoll. In der ersten Stunde stieg der Sauerstoff- 
verbrauch nach Einverleibung von 2g Glykokoll um 20,2°,, ber 4g um 
7,6° iiber den Grundumsatz, sank jedoch spéater rasch wieder auf die Hohe 
des Grundumsatzes herab. In beiden Fallen zeigte die Ausscheidung der 
Kohlensaure fast die gleiche Kurve wie die des Sauerstoffverbrauchs, daher 
weist der RQ. auch keine groBe Veranderung aut. 
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Tabelle V. \ 

Durchschnittliche Resultate an Kaninchen V, W und X. emli 
4g¢ Glykokoll. I 

as M 


Koérpergewicht : 2650 g, Korperoberflache : 2466.5 qem. | 
ilma 





. : aure 
Sauerstoffverbrauch Kohlensaureproduktion vie 
in Liter pro Sid. in Liter pro Std. Respira- Stele 
torischer Bemerkungen nenne 
rotal Total- Quotient ‘ 
menge Pro 1000qem —renge pro 1000 qem las d 
Abb. 
1,060 0,429 0,809 0,324 0,75 Grundumsatz 
1.140 0.461 0,935 0.378 OS] : nach Glykokolleinfiihru 
1.080 0,437 0.880 0,356 O81 a « 
1,070 0,433 0,850 0,344 0,79 
1,060 0.429 0.830 0.78 
1,050 0,425 0,820 ; 0,78 
1.050 0,425 0.820 3: 0.78 


Aus diesen Resultaten kénnen wir erneut folgern, daB die sp.dyv. W 
der Aminosauren mit der Menge der Aminogruppen in gar keiner Bi 
ziehung steht, d.h. die sp.dy. W. geht auch hier nicht mit der ein 
gefiihrten Menge Aminosaure parallel; sie ist am starksten bei eine: 
bestimmten optimalen Menge von Aminosdure, dariiber oder darunte: 


tritt sie bedeutend sehwacher oder tiberhaupt nicht in Erscheinung 
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Raeder hat Harnstoff intravenés eingespritzt, er hat aber keine sp. dv. W Verh 
damit erzielen kénnen. Hingegen ist es spateren Forschern gelungen, z 1916. 
beweisen, da Harnstoff eine Wirkung hervorruft. J. of 

Die Menge der Aminogruppen in 2g Glykokoll bzw. 2,55 g Alanin ent nf lie 
spricht derjenigen in 0,8 g Harnstoff. Den Kaninchen D, E und Fo wurde 7) E. 
0,8¢ Harnstoff als wasserige Lésung pro 1 kg Ko6rpergewicht per os eingefiihrt ft. ki 
Gaswechselversuche wurden bei jedem Kaninchen je dreimal wiederhoit Chen 
(Tabelle VI). | 1) J 

Tabelle VI. 
Durchsehnittliche Resultate an Kaninchen D, E und F. 
Harnstoft. 


Korpergewicht: 2550 g, Korperoberflache: 2403,4 qem. 





Sauerstoffverbrauch Kohlensaureproduktion 
in Liter pro Std. in Liter pro Std. Respira- 
. ——_—_—  torischer Bemerkungen 
lotal- Total- Quotient 
menge pro 1000 gem menge pro 1000 gem 


1,060 0.441 0,774 0,322 0,73 Grundumsatz 

1,150 0,478 0,851 0,354 0,74 1. Std. nach Harnstoffeinfiihrung 
1,160 0.481 0,835 0,346 0,72 2. 
1,120 0,466 0,795 0,331 0,71 3 
1,120 0,460 0,795 0.331 0,71 4 


1110 0458  O788 0325 O71 6. 
1,100 0,457 0,781 0,324 0.71 8. 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, war die sp. dy. W. des Harnstoffs 
emlich stark, aber viel schwacher als bei Glykokoll oder Alanin. 


In der ersten oder zweiten Stunde nach Einverleibung erreichte sie 
as Maximum, sie stieg aber nur 7,9 °,, iiber den Grundumsatz und sank dann 
IImahlich bis auf 3,2 °, in der achten Stunde. Die Ausscheidung der Kohlen- 
aure zeigte in der ersten Stunde nach Harnstoffeinverleibung eine deutliche 

Steigerung, dann nahm sie allmahlich wieder ab. Der RQ. zeigte keine 
nennenswerte Veranderung. Auch hier wollen wir noch einmal hervorheben, 
la} die sp. dy. W. ganz unabhangig von der Menge der Aminogruppen ist 
Abb. 6). 

l 


140 ——_——_ 


Grundumsarz 


Harnstoft 
4g Gly kokoll 











Abb. 6 
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Uber den Zusammenhang von Glykolyse und Proteolyse 
der Gewebe'. 
Von 
W. M. Rubel. 
(Aus dem Laboratorium fiir intermediaren Stoftfwechsel der chemische; 
Abteilung des Instituts fiir experimentelle Medizin, Moskau.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1935.) 


Die Frage nach dem Zusammenhang der verschiedenen Stoffwechse! 
arten wird schon seit langem untersucht: dabei wird hauptsachlich de 


¥ r : . . : si 
Ubergang der Zwischen- und Endprodukte der einen Stoffwechselart 


in die Zwischenprodukte der anderen studiert. Die Zwischen- und End 
produkte einer Stoffwechselart kénnen aber zweifellos noch in andere: 
Weise auf die andere Stoffwechselart einwirken, so durch Beeinflussuny 
der Fermente, z. B. durch Veranderung der Milieubedingungen. Eine 
Anhaufung von Sauren im Gewebe fiihrt zu einer Anderung der Wasse1 
stoffionenkonzentration, was eine Aktivitatsveranderung der Fermente 
oder eine Veranderung ihrer Substrate, oder auch eine Veranderung des 
weiteren Schicksals der erhaltenen Produkte zur Folge haben kann. 
Diese Verainderungen beziehen sich nicht nur auf das Saure- Basen 
Gleichgewicht, sondern auch auf die Oxydations-Reduktions- Verhaltnisse 
im Gewebe und auf eine Reihe anderer Momente. Endlich kann fiu 
einige dieser Stoffe eine spezifische Beeinflussung des einen oder anderen 
Enzyms vermutet werden. 

Vom Standpunkt der Erkennung der Zusammenhange der Stoff- 
wechselarten erscheint es wichtig festzustellen, ob irgendeine Beziehung 
zwischen den wichtigen Vorgaingen des Kohlenhydrat- und Eiweif- 
stoffwechsels, wie Glykolyse und Proteolyse, besteht. 

Es sind Hinweise tiber die verstarkte Autolyse der embryonalen Gewebe 
vorhanden [Schlesinger (1)|; letzteres ist bekanntlich auch durch eine 
starkere Glykolyse ausgezeichnet. Bei bésartigen Geschwiilsten, die durch 
eine sehr intensive Glykolyse ausgezeichnet sind, wird von verschiedenen 
Forschern | Warburg u. a. (2)] auf die charakteristische verstarkte Autolyse 
hingewiesen. Die Anhaufung von Séuren in den Geweben | Bradley, Opper 
heimer u.a.(3)| steigert die Autolyse. Die latente Autolyseperiode soll 
durch Hinzufiigung von Lactat vermindert werden | Neuberger, Rona und 
Mislowitzer (4)j. Alle diese Angaben sprechen fiir einen Zusammenhang 
zwischen Glykolyse und Proteolyse im Gewebe. 

Wie die Arbeiten von Warburg und seiner Schule, von Okamato, 
Krebs u.a.(5) zeigen, stehen die tiberlebenden Gewebeschnitte den 


' Diese Arbeit wurde zum Teil auf dem 5. Physiologen-KongreB in 
Moskau vorgetragen. 
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unbeschadigten Tiergeweben am niachsten. Dies wird auch durch die 
Versuche von Quastel und Wheatley (6), die den Vorgang der Fettséuren- 
oxydation studierten, bestatigt. Nach ihren Befunden geht bei den 
Schnitten die Oxydation der Fettsaiuren nach demselben Typus wie im 
ganzen Organismus vor sich, wahrend im Organbrei dieser Vorgang eine 
<chroffe Anderung erleidet. Die Arbeit wurde deshalb an Gewebe- 
chnitten und nicht am Gewebebrei durchgefiihrt. 


Methodisches. 


Die Beobachtungen iiber die Glykolyse und Proteolyse wurden gleich- 
zeitig durchgefiihrt. Fiir die erste wurde die Methode von Warbura (7) 
benutzt. Gewebeschnitte wurden in eine Ringerlésung mit den _ ent- 
sprechenden Zusitzen! gegeben. Die Proteolyse wurde bei einem Teil der 
Versuche durch Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke, bei 
einem anderen Teil durch Ermittlung des Reststickstoffs in der Ringer 
l6sung verfolgt. Der Aminostickstoff wurde sowohl ohne vorherige Ab- 
scheidung der EiweiBstoffe, als auch (bei einem Teil der Versuche) nach 
deren Abscheidung bestimmt. Die Bestimmung des Reststickstoffs erfolgte 
nach Fallung der Eiwei®stoffe mittels Trichloressigsiure. Der Reststickstoff 
wurde nach der Mikro-K jeldahl-Methode bestimmt. Die Versuche mit den 
Sehnitten wurde unter anaeroben Bedingungen durchgefiihrt; es wurde 
eine anaerobe Glykolyse beobachtet, welche bei normalen und bésartigen 
Geweben verglichen wurde. Unter den anaeroben Bedingungen wurde die 
Moéglichkeit einer Desaminierung der gebildeten Aminoséuren ausgeschlossen. 


2 


Die Glykolyse wird durch Qy ausgedriickt, und die Stickstoffanhiufung 


auf g Trockensubstanz der Schnitte bezogen. Die Ringerlésung, in welcher 
sich die Schnitte befanden, wurde filtriert und dann analysiert. Nach 
Moglichkeit wurden tiberall zwei Parallelversuche durehgefiihrt. 

Die Schnitte wurden nach Warburg mittels eines Rasiermessers aus 
Organen von frisch (durch Entblutung) getéteten Tieren bereitet. Als 
Material fiir dieselben dienten Leber, Rattennierenrinde, Rattensarkom 
(Ssinelnikow-Kritschewski) und Mausekrebs (Ehrlich). Bei Geschwiilsten 
wurden die Schnitte aus deren parenchimatésem Teil, der keine Nekrose 
zeigte, bereitet. Es wurden Parallelversuche an Schnitten von ein und 
demselben Gewebe angesetzt, wobei der eine nach 30 oder 60 Minuten und 
der andere nach 3 oder 5 Stunden beendet wurde. 


Versuchsteil. 

Als erste Versuchsreihe wurde ein Vergleich der glykolytischen und 
proteolytischen Vorgange in den Schnitten bei verschiedenem Glucose- 
gehalt in der Ringerlésung vorgenommen; letztere diente als Substrat 
fiir die Glykolyse. Die Glykolyse verlief auBerdem auf Kosten der im 
Gewebe selbst enthaltenen Kohlenhydrate. Wie aus Tabelle1* zu 


! Ringerlésung zur Glykolyse nach Warburg. Uberall, auBer den Serien I 
und IT, je 0,2%, Glucose. — * In allen Tabellen ist nur ein Teil der Ver- 
suche wiedergegeben. 
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\eranderungen der Glykolyse unter der Einwirkung spezifisch akti- 
vierender oder hemmender Agenzien auf die Proteolyse zu studieren. 

Zur Verstarkung der Glykolyse wurde von uns Brenztraubensaure 
ind Acetaldehyd angewandt. Nach den Angaben von Mendel (8) und 
Rosenthal (9) sollen diese Substanzen unter entsprechenden Bedingungen 
die Glykolyse der Leber verstarken. Die Brenztraubensiure (/Ho/f- 
mann La Roche) wurde in 0.9%, NaCl gelést, neutralisiert und zu der 
Ringerlésung in Warburg-GefaBen in solcher Menge hinzugefiigt, daB die 
Kndkonzentration des brenztraubensauren Natriums m/1l000 und 
m/200° betrug. 

Versuche an Rattenleberschnitten zeigten, daB das brenztrauben- 
saure Natrium die Glykolyse auf 50 bis 160°, verstarkte. Die An- 
haufung von Amino- und Reststickstoff verlief hier energischer 
(Tabelle II). 

Bei den Versuchen mit der Niere erhielten wir ebenfalls eine Ver- 
gréBerung der Glykolyse, aber in bezug auf den Reststickstoff ist das 
Ergebnis bedeutend schwacher und weniger deutlich. Bei den Ge- 
schwiilsten tritt keine Verstaérkung, sondern eher eine Verringerung des 
Reststickstoffs auf. 

Die Menge an Acetaldehyd wurde so berechnet, dab seine End- 
konzentration m/200 und m/500 betrug. Der Acetaldehyd steigerte 
die Glykolyse bei den Leberschnitten und wir beobachten auch in diesem 
Falle ein energisches Anwachsen an Aminostickstoff um 100 bis 130°, 
(Tabelle IT). 

Bei Nieren- und Sarkomschnitten bleibt die Glykolyse und Proteo- 
lyse unter der Einwirkung von Acetaldehyd unverandert. 

In den folgenden Versuchen sollte der EinfluB der Unterdriickung der 
anaeroben Glykolyse der Schnitte auf die Proteolyse geklart werden. 
Zu diesem Zweck wurden zahlreiche Versuche mit Natriumfluorid 
(0,1 bis 0,3°%) angesetzt. Monojodessigsdure ist nicht geeignet, da sie 
nach meinen friiheren Arbeiten (10) auch die proteolytischen Vorgange 
hemmt, was auch eine Reihe anderer Forscher bestatigen konnte. 
Das Natriumfluorid ist in diesem Falle indifferent (11). 

Wie aus Tabelle IV hervorgeht, wurde iiberall eine Herabsetzung 
der Glykolyse durch Natriumfluorid beobachtet, begleitet von einer 
Verminderung der Anhéufung an Amino- und Reststickstoff. Dies gilt 
fiir alle Gewebearten. 

Verstirkung der Glykolyse férdert also die Proteolyse, die Unter- 
driickung der Glykolyse setzt die Proteolyse herab. Um sich zu iiber- 
zeugen, daB in diesem Falle eben der Vorgang der Glykolyse und nicht 
die Gegenwart von Monosacchariden im Substrat wichtig war, wurden 
einige Versuche angestellt, wobei die Glucose durch die unvergarbare 
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Tabelle IT. Kir ztraub 
No 
Kon- @ Va 
zentration 
. : R ohne brenztrauben- mit brenztrauben- . ! 
— _ Rast saures Na saurem Na Differ enztl 
Gewebes trauben- 
“a '/gStd. 1 Std, 3 Std. 1'/,Std.) 1 Std. | 3 Std. Ray's are 
Nr » Std Res f 
46 Leber m/L000 0,62 | 1,00 | 0,62 | 0,92 | 1,01 1,25 +484 1 
59 m/ L000 1,54 1,85 1,18 2,26 2,77 Lv + 46.5 ¢ 
60 Niere m/1000 = 4,0 4, 1,88 || 5,26 | 7,386 | 2,79 | + 31,5 
115 m'200 2,68 1,46 - 4,28 3,3 = 
115a m/200 3,38 | 2,61 — 4,08 3,96 
116 " m/200 _- - . - 
113a  Sarkom m/200 _ — - _- 
Tabelle WI. bib ycetal 
No 
Ou 
psa ohne Acetaldehyd mit Acetaldehyd Differenz she oe 
: rere || tration : + atta. Sse 
Versuch Geardian i des 
Bid cig | Acet- 3 
|| aldehyds . 1), Std. 1 Std. 3 Std. 1yStd., 1 Std. 3 Std, Mach 
| Jiaaa Amino 
Nr. ’ 
68 Leber m500 416 4,08 2,04 916 1142 2,48 | +120 16.2 
69 - m/500 2,88 4,09 | 218 9,83 10,86 | 2,33 | +241 17,9 
71 _ m/200 2,67 2,0 1,55 || 313 9,85 1,79 17,2 6.65 
112 Niere m/200 - 2,2 2,07 2,18 | 2,11 — - 
113° Sarkom) m/200 18,92 17,8 -~ 15,2 17,4 ~ 
Tabelle IV. EinNatriu 
No 
Gy" 
As Art des ohne NaF mit NaF Difterenz ( 
Versuch Gewebes + : eas 
| \/, Std. | 1Std. | 8Std. | 1/. Std.) 1Std. 3 Std eased ate 
Nr. -N Amin 
8) Leber 8,3 13,0 4,04 6,22 1,72 1,15 25 f] 33, 
82 re 2,08 2,81 i,79 1,86 1,68 1,08 106 Mi $1, 
83 ‘si 1,6 2,2 1,46 1,78 1,69 1,35 112 40, 
93 J 7,51 1,45 ~- 3,28 0,84 4. 
99 - 6,75 1,94 0,3 0,3 - 14, 
100 : 296 | 148 — 0,76 | 0,25 ~ 27. 
96 Sarkom - 28,0 29,2 _ 8.9 1,19 ~ 14, 
Ha -- 27, 31,7 _ 9,12 1,91 _ (2 
97 _ 24,5 16,7 - 1,0 58 ~ 29. 
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ztraubensauren Natriums. 
Amino- und Reststickstoff 
enztraubensaures Na mit brenztraubensaurem Na . 
Differenz An 
em m : in merkung 
pid . mnie Zuwachs 1 Std. $ Std. Zuwachs 
PS ‘nn tenant: 1 Ye SPE AD Sy erg ee Eee 
Res - — “} ‘knits — “"¥ —_— — Amino-N —_ me 
136 — +990 0,94 15,8 +1580 16,2 Ringer 
lisung ohne 
Glucose 
21.6 + 61,2'| 218 49.9 129 +131 Ringer- 
lisung mit 
0,2 9) 
Glucose 
10,2 = 17.6 21,7 23.3 1 13 Dasselbe 
- 270 — - 29,9 10,7 
— |p — wn 24,9 7,8 
- 27,75 — os 25,0 —99 
— |148 ae a 44; — 2.7 
\cetaldehyds. 
Amino- und Reststickstoff 
ohne Acetaldehyd as mit “Acetaldehyd ae 
: Differenz , . 
a Zu- " ailnia Zu- in %o Anmerkunyg 
3 Std. nahn 1 Std 3 Std. Bee 
ree in 9%, i a; cml , — in %Jp Ami 
mino- pogy-~ Amino- Amino- Amino- pi. | Amino- Amino- pry. 
N Rest-N N N N Rest-N N N Rest-N 
16,2 32,5 18.9 33,5 :77,38 +107 —__ Ringerlisung ohne 
Glucose 
17.9 + OF 21.45 412 +92 +130 Ringerlisung mit 
0,2°/9 Glucose 
6.65 + 26.7 7,05 13,45 a +94 +105 _ Dasselhe 
~ 1,64 — - 1,5 - 8,5 
2.07 _ — 2.07 = + () 
Natriumfluorids. 
Amino- und Reststickstoff 
ohne NaF mit NaF Differenz in ‘ 
3 Std. Zuwachs 1), Std. 3 Std Zuwachs 
ad i i in 9 : in 5 Amino-N Rest-N 
-N Amino-N Rest-N Amino-N Amino-N Amino-N  Rest-N  Amino-N 
33,0 160 11,8 17.2 _ + §2 48 - 
Mo} 31,7 - + 98 4.55 7,09 _ + 56 76,7 _ 
40,0 sae 270 128 20,8 - 69 48 
4.45 -= — - 2,76 - 38 
14,8 14,3 - ~- 12,8 12,2 — 13,5 14,4 
27,1 10,65 —_— 9.6 6,69 64,6 37,2 
14,4 _ oo 45 - 68,7 
7,0 ~ 1,39 — 80 
29,5 —- - — 16,7 46.8 — 
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Arabinose ersetzt war. Aus Tabelle V ist zu sehen, daB die Arabinos: 


weder die Glykolyse noch die Proteolyse der Leber- und Nierenschnitt: 
beeinfluBt. 
Tabelle V. Der EinfluB von Arabinose. 





Q\; Rest-N 
: i - Ditfe 
Ver- ||, ohne re 
such Gewebe ohne Zucker 0,2 °/9 Arabinose ih Po. - 
, Rest-N 
Nr. 1 Std. 3 Std. 1 Std. 3 Std. Differenz 3 Std. 3 Std 
106 Leber 1,8 0,82 | 2,17 | 0,83 0 mis 1,16 0) 
108 Niere 1,29 | 0,54 1,0 0,5 22,0 %, 0,5 0.47 ay 
110 ¥ $87 | 1,12 | 4,0 1,17 |+ 0,8% 2,45 2.56 4° 


Aus allen angefiihrten Angaben folgt, daB die anaerobe Glykolyse 
die Proteolyse beeinfluBt, wobei in dieser Hinsicht kein Unterschied 
zwischen normalen und bésartigen Geweben zu beobachten ist. 

Was den Mechanismus dieses Einflusses angeht, so laBt sich in 
erster Linie vermuten, daB die als Folge der Glykolyse entstehenden 
Produkte auf die Arbeitsintensitat der Gewebeproteasen eine Wirkung 
austiben. Als Folge der Glykolyse wird Milchsaure gebildet; unter 
anaeroben Bedingungen wird sie angesammelt und in die Umgebung aus- 
geschieden. Aber unter unseren Verhaltnissen (nach der Methode von 
Warburg) kann sie nicht die Proteasen durch Veranderung des pu der 
Umgebung nach der sauren Seite hin beeinflussen, da die Milchsaure 
durch das Bicarbonat in Lactat umgewandelt wird. Die Konzentration 
der Wasserstoffionen bleibt unverandert, was durch Versuche kontrolliert 
wurde. Es war deswegen notwendig, die Frage iiber den EinfluB des 
Lactats auf die Proteolyse der Schnitte aufzuwerfen. Dazu wurde eine 
Milchsaurelésung (Kahlbaum) mit Natronlauge genau neutralisiert 
und in soleher Menge der Ringerlésung hinzugefiigt, daB die Konzen- 
tration des Lactats in den Versuchen m/250 bis m_ 1000 betrug. 

In den meisten Fallen wurde die Glykolyse etwas verringert 
(Tabelle VI). Dagegen wurde die Proteolyse fast iiberall vergréBert. 
Dies wurde an der verstarkten Anhaéufung sowohl von Amino- als auch 
von Reststickstoff fiir normale und bésartige Gewebe festgestellt. In 
einigen Versuchen, z. B. Nr. 101 und 1l0la (Tabelle VI), wurde der 
Aminostickstoff vor und nach der EiweiBfaillung bestimmt. Bei Gegen- 
wart von Lactat wird in diesem wie in jenem Falle Aminostickstoff in 
gréBerer Menge angehauft. 

Tabelle VI la8t erkennen, daB das Anwachsen des Aminostickstoffs 
in der Probe mit Lactat demjenigen in der Kontrollprobe parallel lauft, 
wahrend in Tabelle I bis IV die Proteolyse mit fortschreitender Zeit 
ansteigt. Im letzteren Falle wird also der Aktivator der Proteolyse an- 
gehauft, wahrend beim Versuch mit Lactat das Anwachsen des Stickstoffs 
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Tabelle VII. Der Einflu8 von Lactat und brenztraubensaurer 
Natrium bei Gegenwart von Natriumfluorid. 





Versuch ; Aes No Amino- Rest- 
“a Gewebs Zusatze VW stickstoff | stiekstof 
943 Leber . 7,51 4,45 
eS Nak 3,28 2,76 
Nak + m/250 brenztrauben- 9,12 43 
saures Na 

103 Leber - 1,83 12,05 14,1 
e Nak 0,34 9,7 10,3 
Nak + m/250 Na-Lacta‘ 0,4 15,7 13,6 


Glykolyse unter Bildung von Brenztraubensaure vor sich. Durch Fluorid 
wird die Spaltung der Glycerinphosphorsaure verhindert. Demnach sollt« 
durch Hinzufiigen von brenztraubensaurem Natrium zu den Schnitten 
in welchen die Glykolyse durch Na-Fluorid herabgesetzt wurde, dies 
wieder normal verlaufen und auf die Proteolyse entsprechend einwirken. 
Wie aus Tabelle VII zu sehen ist, erreichte die Glykolyse wieder normale 
Werte und iiberstieg dieselbe sogar ein wenig: auch der Aminostickstoff 
erreichte seine Norm. Diese Ergebnisse, die gleichzeitig als Bestatigung 
der Richtigkeit des Glykolyseschemas von Embden fiir Leber dienen 
zeigen, dab die Veranderung der Proteolyse in diesem Falle von den 
Glykolyseanderungen abhangig ist. 

Der EinfluB der Glykolyse auf die Proteolyse ist gleichartig fiir 
normale und bésartige Gewebe. Sowohl hier, als auch da sind sie gleich- 
artig verkniipft. Der Unterschied des Einflusses von Brenztraubensaure 
und Acetaldehyd hangt allem Anschein nach vom Unterschied ihrer 
Wirkung auf die Glykolyse ab. Diese beiden Substanzen beeinflussen 
nicht die Proteolyse der Niere. Diese Angaben stimmen mit den Be- 
funden von Maschmann und Helmert, Kleinmann und Wer u.a. (13) 
iiberein, nach denen die Proteasen der verschiedenen Gewebe in ihren 
Kigenschaften in bezug auf verschiedene Agenzien keine Unterschiede 
zeigen: davon konnte auch ich mich teilweise iiberzeugen (10). Die von 
einigen Autoren beschriebene groBe proteolytische Aktivitat der Ce- 
schwiilste kann also als Folge der gesteigerten Glykolyse derselben und 
der Ansammlung bedeutender Lactatmengen, sogar unter aeroben Be- 
dingungen, gedeutet werden. Nach Maschmann (13) zeigen sich die 
aus bésartigen Geschwiilsten isolierten Proteasen nicht aktiver als 
dieselben aus normalen Geweben. Im lebenden Gewebe selbst, wo eine 
Reihe anderer Stoffwechselprozesse, z. B. eine starke Glykolyse, vor sich 
gehen, kénnen die Proteasen jedoch in aktiverem Zustande auftreten. 
Durch die gefundene Einwirkung des Lactats auf die Proteasen kénnen 
die friiher erwahnten Versuche der abgekiirzten latenten Autolyse- 
periode mit Lactat erklart werden. 

Auf diese Weise ist eine Verbindung zwischen der anaeroben 
Glykolyse und Proteolyse der Schnitte von normalen und bdésartigen 
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(ieweben hergestellt : eine groBe Rolle spielt-hierbei die Anhaufung von 
Lactat. Es fragt sich nun, worin dieser EinfluB besteht : handelt es sich 
hier um eine spezifische Wirkung des Lactats oder der Zwischenprodukte 
der Glykolyse auf das Ferment oder sind hier irgendwelche Veranderungen 
ler Umgebung von Bedeutung, wie z. B. Oxydations-Reduktions- 
verhaltnisse oder andere Bedingungen? Besteht irgendein Zusammen- 
hang mit dem spezifischen Aktivator der Gewebsproteasen, dem 
Glutathion, oder findet eine Verinderung des Substrats statt usw. ? 
Dies soll in weiteren Arbeiten geklart werden. 

Die Aktivierung der Proteolyse unter der Einwirkung von Lactat 
und brenztraubensaurem Natrium haben wir gefunden in der mit 
W. A. Blagowestschenski durchgefiihrten Untersuchung, welche die Akti- 
vierung des Katepsins der Gewebe durch die obigen Substanzen zeigte. 
Was die Salze der Brenztraubenséure angeht, so sind analoge Hinweise 
in der nach unserer Untersuchung erschienenen Arbeit von .Waschmann 
und Helmert (14) iiber den EinfluB der Salze verschiedener organischer 
Sauren auf das Papain zu finden. 


Zusammenfassung. 

Die Verstarkung der Glykolyse der Gewebeschnitte wird von einer 
Vermehrung der Anhaufung von Amino- und Reststickstoff begleitet. 

Die Herabsetzung der Glykolyse wird von einer Abschwachung 
der Proteolyse begleitet. 

Das Endprodukt der Glykolyse — das Lactat — wbt auf die Proteo- 
lyse eine verstarkende Wirkung aus und ist wahrscheinlich ein Binde- 
glied in den Beziehungen von Glykolyse und Proteolyse 

Normale und bésartige Gewebe zeigen keinen Unterschied in den zu 
untersuchenden Beziehungen. 
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Die Bestimmung der Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit : 
die Wirkung von Globulinlésungen auf dieselbe bei Versuchen 
in vitro. 

Von 


I. Binét und I. Krasznai. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitit 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 28, Oktober 1935.) 


Die Bestimmung der Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit ( Bsg 
ist ein allgemein angewandtes Verfahren der klinischen Diagnostik und 
bietet auch zweifellos gut verwendbare Ergebnisse. Beziiglich der E) 
klarung derselben sind aber die Ansichten sehr verschieden. Mit der 
Veranderung der Bsg. in klinischen Fallen, sowie auch mit experimentel| 
in vivo und in vitro erzeugten Einfliissen befaBten sich zahlreiche Forsche: 
Es gibt aber kaum ein Gebiet der Physiologie, in dem soviele einande: 
widersprechende Versuchsergebnisse erzielt wurden, als hier. 


Wir fanden in der Literatur z. B. folgende einander widersprechend: 
Daten: Die lonen verandern die Bsg. parallel mit der Hofmeisterschen Reihe (1): 
nach einer andern Mitteilung (2) ist die Lonenkonzentration wirkungslos 
Zugabe einer NaCl-Lésung verandert die Bsg. nicht (3): dieselbe wirkt 
verlangsamend (4). Waschen der Blutkérperehen mit physiol. NaC! 
Losung setzt die Bsg. stark herab (2); dasselbe Verfahren wirkt nicht ein 
deutig (3). Innerhalb der Blutgruppen ist die Bsg. der Gruppe 0 am groBten, 
die der AB am kleinsten (5), nach anderen Forschern ist die Blutgruppe 
ohne Einfluf (6). Die Verminderung der Blutkérperchenzah! beschleunigt 
die Bsg. in vivo und in vitro (7) (8), nach anderen Angaben ist die Bhut- 
korperchenzahl wirkungslos (9), wieder nach anderen Verfassern ist’ ihi 
EinfluB so grof, daB sie den Unterschied zwischen der Bsg. des Manner 
und Frauenblutes erklart (10). Die Schilddriise beschleunigt die Bsg. (11), 
laut anderen Forschungen wirkt gerade die Exstirpation derselben be 
schleunigend (12) (13). Man fand, daB die Bsg. kastrierter Tiere beschleunigt 
ist (14), man fand aber auch, da die Hormone auf die Bsg. itiberhaupt 
keinen EinfluB ausiiben (15). Die Bsg. wird mit Besserung des Diabetes 
kleiner (16), andere behaupten, dai sie weder mit dem klinischen Bild, noch 
mit dem Cholesteringehalt des Blutes vom Kranken parallel lauft (17 
Auch andere Verfasser verneinen die Wirkung des Cholesterins in klinischen 
Fallen (18) und auch in vitro wurde dasselbe gefunden (19), jedoch beweisen 
wieder andere (20) einen Parallelismus in klinischen und experimentellen 
Fallen zwischen Blutcholesterin und Bsg., was von Abderhalden und Kirtei 
auch in vitro festgestellt wurde (21): zuletzt genannte Autoren und Gyérq¥/ 
fanden das Lecithin verlangsamend (22), andere fanden, hingegen dasselb« 
beschleunigend in vivo und in vitro (23) (24). Auch geben die mit Salzen 
der Gallenséuren ausgefiihrten Versuche widersprechende Resultate [,,ver 
langsamend* (25) und ,,wirkungslos* (26)}. Am wenigsten sind noch Wider- 
spriiche beziiglich der Wirkung der BluteiweiBfraktionen zu finden. In den 
meisten Versuchen beschleunigt Fibrinogen am_ starksten, Globulin 
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weniger, Albumin am wenigsten die Bsg.  Einige klinische, experimen- 


telle (27) und auch in vitro (28) durchgetiihrte Versuche widersprechen je- 
doch auch dieser Feststellung. Besonders zu erwahnen sind die Ergebnisse 
Zardays und Farkass (29), die in vitro verlangsamende Wirkung des 
\lbumins und die beschleunigende des Globulins und Fibrinogens bewiesen. 
Nach Linzenmeier (30) hat das Albumin keinen EinfluB. Endlich fand 
Reiche (31) in 5500 Messungen keine auswertbaren Ergebnisse beziiglich 
der Bsg. 

Obengenannte Verfasser bedienten sich mit wenig Ausnahmen der 
Westergreenschen Methode (W.-Methode). Die anderen in der Literatur 
zahlreich mitgeteilten Methoden sind zum gr6Bten Teil Modifikationen 
z. B.(32)] und haben meist nur klinischen Wert [auch die Mikromethode (33) ]}. 
Die photographische Methode (34) ist umstandlich, kostspielig, und nicht 
genauer als die Westergreensche. Dasselbe gilt auch fiir die neben der 
Westergreenschen meist benutzten Linzenmeierschen Methode. 

Die Literaturangaben sind jedoch darin iibereinstimmend, dai die 
(auch mit der W.-Methode bestimmten) Bsg.-Werte leicht durch éuBere 
Umstande beeinfluBt werden kénnen, so z. B. durch CO, (35), Warme (36), 
Schiitteln (37), durch die Dimension der Roéhrchen (38), durch die Lage 
derselben (39) und endlich durch Héhe der Blutséule (40). 


Die angefiihrten einander widersprechenden Ergebnisse — ver- 
anlaBten uns zur Feststellung der Fehlergrenze der W.-Methode und zur 
Zusammenstellung einiger die Fehler vermindernder Kautelen. Erst dann 
wandten wir uns zu unserer eigentlichen Frage: die Wirkung der Globulin- 
lésung auf die Bsg. gewaschener, roter Blutkérperchen. 


I. Vermeidung der Fehlerquellen der Bsg.-Bestimmung mit W.-Réhren. 
Methodisches. 


Zwecks Ausschaltung der Fehlerquellen, welche aus der Verschiedenheit 
der W.-Réhre (Lumendiff. usw.) stammen, saugten wir dasselbe Blut in 
10 W.-Réhren, welche auf demselben Stativ nebeneinander standen und 
bestimmten die Bsg.-Werte in den zehn verschiedenen, scheinbar denselben 
Umstainden ausgesetzten Réhren. Wir benutzten bei den verschiedenen 
Versuchen teilweise mit Oxalat behandeltes Schweine- und Pferdeblut, 
teilweise defibriniertes Katzenblut, endlich auch Oxalat-Menschenblut. 
Das Blut wurde vor dem Aufsaugen (aus einem Becherglas) in die einzelnen 
i.-Réhrehen jedesmal durch Lufteinblasen durchgemischt, damit keine 
Sedimentierung vor Beginn des Versuchs stattfinde. Um die Schaumbildung, 
welche beim Aufsaugen entsteht und das Ablesen stért, zu vermeiden, 
nahmen wir als Regel an, die Ablesung der einzelnen Réhre genau 30 Minuten 
nach erfolgter Einstellung derselben vorzunehmen. Da diese Anfangswerte 
(mm und Zeit) von allen spiter abgelesenen Werten subtrahiert wurden, 
konnte die Einstellung der Réhren bei der Fiilhing um einige mm von Null 
abweichen. Die Ablesungen wurden fortgesetzt, bis die Grenze zwischen 
Blutkérperchen und Plasma (bzw. Serum) in Folge der Hamolyse zu ver- 
schwimmen begann. 


Versuchsergebnisse und Verbesserung der Methodik. 
Verschiedenes Verhalten des Blutes bei Serienversuchen. Die Er- 
gebnisse unserer Versuche sind in den folgenden Tabellen zusammen- 
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gestellt. Dieselben sind stets aus mehreren, das gleiche Resultat 


bietenden Versuchen ausgewahlt. Es ist auch zu bemerken, daB div 
Réhren 6fters als in den Tabellen angegeben ist, abgelesen wurden, zu 
Darstellung der Resultate geniigen jedoch die mitgeteilten Daten. Das 
selbe bezieht sich auch auf die weiter unten folgenden Tabellen. Laut 
Tabelle I, Versuch 3, 104 und 7 sank dasselbe Blut in den zehn ver- 
schiedenen Réhren ganz abweichend und da es nicht dieselben Réhren 
waren, in welchen bei den verschiedenen Versuchen die Bsg. schneller bzw. 
langsamer vor sich ging, war es nicht mdéglich, eine Regelmabigkeit beziig- 
lich der Bsg. in den zehn Roéhren festzustellen. Es ergab sich kein Unter 
schied in der Unregelmabigkeit, wenn das Blut unverdiinnt, mit 0,9 °,iger 
NaCl-Lésung verdiinnt (Tabelle I, Versuch 3, 104) oder mit Tyrode- 
lésung verdiinnt (Tabelle I, Versuch 7) gebraucht wurde. Ebenso blieb 
es gleichgultig, ob wir Tier- oder Menschenblut benutzten. 


Tabelle I. 





Bsg. in mm nach 


Nr. des Jatum des Nr. 
Versuchs || Versuchs | des Robres|—2 =. | oo aca] ae gag || Inhalt des Robres 
3 §. X. ] 1 6 131/, Oxalatblut, 
1933 Il 1 6 22 verdiinnt mit 
Il 1/, 7 38 1/, Vol.0,9 °, iger 
IV 215 8 16 Na Cl-Losung 
V 11/, y 13"), 
VI 11/, 6 19 
Vil 11), 7 161/, 
VIII 11/, 6 14 
IX 11/, 7 15}/, 
X 11), 7 15 
24 Std. 30 Std. 48 Std. 
104 6. IX. I 211), 30'/, 92 Oxalatblut, 
1935 II 211), 301/, 102 unverdiinnt 
III 21 30 93 
IV 20 281/, 93 
V 22 31 99 
VI 23 32 102 
VIII 221/, 321/, 105 
IX 29 40 114 
X 24 34 104 
IJ, Std. | 12Std. 18 Std, 
7 19. X. I 8 24 39 Oxalatblut, 
1933 II 3 23 39 verdiinnt mit 
III 3 24 43 1/9 Vol. Tyrode- 
IV Uy 251/, 43 Lisung 
V 1, 23 40 
VI 1 20 42 
VII 3 251/, 441), 
VIII 21/, 24 40 


IX 11), 25 41 
, 49 
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Da wir die 


Ausschaltung des Einflusses der Temperaturschwankungen. 
durch Einwirkung elektrischer Glihlampen, Luftzug usw. verursachten 
lemperaturschwankungen in Verdacht zogen, versuchten wir die Réhren 
im Eiskasten aufzustellen. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnten wir aber 
(Tabelle II, Versuch 10) die Abweichungen nicht geniigend herabsetzen, wahr- 
scheinlich deshalb, weil in demselben Eiskasten auch Praparate von hoher 
lemperatur eingebracht und die Tiiren des Eiskastens oft geéffnet wurden. 

Stérung durch CO,. Da wir auch die py verandernde Wirkung des Ein- 

blasens der Atmungsluft bei der Mischung des Blutes als Fehlerquelle be- 
trachteten, ersetzten wir das Einblasen durch Mischung mit Hilfe eines 
Ballons (41). Wie aber Tabelle II, Versuch 19 beweist, bekamen wir 
auch in diesen Versuchen, die ebenfalls im Eiskasten ausgefiihrt wurden, 
keine erheblich besseren Ergebnisse. 
W.-Réhrenrethe. Wir dachten auch daran, da8 der Fehler in 
eventuellen inneren Unebenheiten der Réhren liegen kénne. 
nicht der Fall, da Versuche mit einer anderen Réhrenreihe dieselben Un- 
regelmaBigkeiten zeigten (Tabelle II, Versuch 23). 


Newe 
Doch war das 


Tabelle Ll. 





Bsg. in mm nach 








Nr. des ) des Nr. des 
Versuch Verstchs Robes 36 Std. | 48 Std. 60 Std. iliac 
10 28. X. ] 11 19 25 Oxalatblut, ver- 
Versuch 1933 I] 11 181), 251/,  diinnt mit !/,Vol. 
im ll 121), 20 261, 09% iger NaCl- 
Kisschrank IV 11 181/, 25 Losung 
V 11 22 291), 
VI 111), 19 26 
Vil 11 18 25 
Vill 12 18 281), 
IX 10!/5 22 29 
X 14 24 33 
18 Std. 24 Std. 42 Std. 
19 16. I. I 38 59 102 Wie oben 
Versuch 1934 II 32 50 88 
im Ill 34 53 93 
Eisschrank. IV 39 62 107 
Blut mit V 431), 681), 112 
Ballon VI 411/, 6015 102 
durchmiseht VII 47 80 127 
Vil 47 82 127 
IX 48 81 128 
X 47}, 73 119 
6 Std 18 Std. 24 Std. 
23 +. la 8 42 62 Wie oben 
Neue 1934 Ila 10), 481), 671), 
Rohrenserie. Illa 10 46 63 
Sonst Va g 47 66 
wie oben Va 9!), 47}), 641), 
Via ) 46), 64), 
Vila 8 43 62 
Villa gt), 46 65), 
IXa 101), 5215 731), 
VO 2 
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Versuche im Thermostaten. Um die st6rende Wirkung der Temperatu: 
schwankungen dennoch ausschalten zu kénnen, stellten wir unsere Réhre: 
in einen Thermostaten. Doch trat (auch schon bei 27°) die Hiamolys: 
so rasch auf, daB wir keine brauchbaren Ergebnisse erhielten. Die Hamolys: 
war auch durch Zugabe von Na-Salicylat nicht zu verhindern. 


Anwendung eimes Wasserschrankes. Um eine bei allen Réhren und 


wihrend des ganzen Versuchs gleiche, jedoch nicht zu hohe Temperati 
zu erreichen, stellten wir die W.-Réhren in einen doppeltiirigen, dre: 
wandigen Kasten, zwischen dessen Wanden immer frisches Leitungswasse 
zirkulierte. Die innere Tiir des Kastens war aus durchsichtigem Gla- 


weshalb sie bei der Ablesung nie geéffnet werden muBbte. Laut Tabelle ILI, 
Versuch 32, ergeben die so ausgefiihrten Versuche etwas bessere Resultate 


(bei der Mischung bedienten wir uns auch hier eines Ballons); aber auch be 
dieser Versuchsanordnung waren die Fehler noch iiber 10°,. 


Suspendieren in Pufferlésung. Um auBer den Temperaturschwankunge: 


auch die des py vollig zu vermeiden, verdtinnten wir das Blut mit zwei- bi- 


Tabelle ITI. 








Bsg. in mm nach 


Nr. des F des Nr. des 
cles ppm paces lJ, Std 16 Std. Inhalt des Rohres 
32 29. IIT. I 2331/5 1291/, Oxalatblut, 
Versuch im 1934 II 20 132 verdiinnt mit 
Wasser- Ill 20 122 5 Vol. 0,9 °viger 
schrank ; Blut IV 191/, 1291/, Na Cl-Lésung 
mit Ballon V 23 124 
durchmischt VI 171/, 1231/, 
Vi 201/5 120 
VIII 191/, 1221/, 
IX 1714/5 1171), 
X 14 113 
12 Std. 20 Std. 36 Std. 
41 8. V. I $3 112 128 Oxalatblut, 
Wie oben 1934 ll 81 109 126 verdinnt mit 
Ill 80 108 126 isotonischer, 
IV 81 109 127 Pu 7, Na Hy PO,g- 
V 82 109 128 Nag HPO, - 
VI 80 109 126 Pufferlosung 
VII 79 108 125 (5 Vol.) 
VIII $9) 108 127 
IX 79 107 126 
ba 80 108 127 
4 Std. 24 Std. 32 Std. 
48 4. VI. i 33 107 1161), Wie oben 
Wie oben 1934 I) 22 106 1151), 
Ill 33 107 117 
IV 32 106 116 
V 33 108 118 
VI 32 105 115 
VII a 105 115 
VII 31 105 116 
IX 31 105 116 


X 31 106 117 
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ireifachem Volumen blutisotonischer Na,H PO,—NaH, P O,-Pufferlésung 
vy = 7). Mit dem verdiinnten Blut verfuhren wir wie oben beschrieben. 
Unter solchen Bedingungen blieben die Fehler in samtlichen Versuchen 
unter 8% (siehe Tabelle Ill, Versuche 41 und 48). 

Durch oben genannte Experimente kann es als bewiesen ange- 
nommen werden, da die W.-Methode, so gut sie auch fiir klinische 
Zwecke ist, fiir wissenschaftliche Untersuchungen nur dann zuverlassige 
Resultate ergibt, wenn: 

Tabelle IV. 





Bsg. in mm nach 


Nr. des Datum des Nr. BO Se tee OF Inhalt des Rohres 
Versuchs Versuchs_ des Rohres 24 Std 30 Std ‘ . ' 
92 14. VII. I 69 po 99 98 leem Susp. + 2 cem Kontroll- 
1935 Il 68 68 a] 97° 5 lésung (19/9 K. Salicylic.) 
~ - 1eem Susp. + 0,5 cem Kontroll- 
AC I ’ 
ut oo 58}/, oF 861), lésung + 1,5cem Globulinlésung 
IIla 58 * | 86 * (19/9 K. Salicylic.) 
V 53 54 83 821 1 cem Susp. + 2 cem Globulin- 
Va 55 “ s3 “™ '3 lésung (19/) K. Salicylic.) 
24 Std. 
97 6. VILL. I 55 56 2 cem Susp. + 2 cem Kontroll- 
1935 Il 7 ees lésung (19/9 K. Salicylic.) 
UI] 46 46 2 cem Susp. + 2 cem Gobulin- 
IIIa 46 lésung (1°9/, K. Salicylic.) 
V 48 48) 2 cem Susp. + 2eem Kontroll- 
Va 49 “2 lésung (salicylfrei) 


Tabelle V. 





Nr. des | Datum des Nr. des Bsg. in mm nach 
—___—__——__— Inhalt des Rohres 


Versuchs Versuchs Rohres 


2 Std. 48 Std. 
100 26. VIII. | 7 _ 61 “ 1 ecm Susp. + 3 cem Kontroll- 
1935 Il 6 6 9 60 60 2 lésung (1°/9 K. Salicylic.) 
III 4 49 1 eem Susp. + 1,5 cem Kontrol! 
Ili 4 4 AO 49! 2 lésung + 1,5 cem Globulin- 
a 0 lésung (1/9 K. Salicylic.) 
V 3 - 43 1 ecm Susp. + 3 cem Globulin- 
Vai 3 3 42 42! 2 lésung (19/9 K. Salicylic.) 
Vil 4 40 ’ leem mit Puffer verdiinntes 
VII 3 31), 28 39 Blut + 3 ccm Kontrollisung 
ot i si (19/9 K. Salicylic.) 
IX 21 34 - 1 cem mit Puffer verdiinntes 


2 221 : - 
; pip 24s | as 331), Blut + 3 ccm Globulinlésung 
X 2/3 33 (1 9/9 K. Salicylic.) 


1 Std. 12 Std. 
109 os TX. I 5 p 55 peg 1 ecem Susp. + 3eem Kontrol! 
1935 Il 5 i 56 99'73 lisung (salicylfrei) 
lll 4 521), _ 1 cem Susp. + 1,5cem Kontroll- 
Il 4 4 511 2 52 lisung + 1,5 cem Globulin- 
a Jl'/9 lisung (salicylfrei) 
\ 3 : 48 " 1eem Susp. + 3 eem Globulin- 
Va 3 3 481), 48 2 losung (salicylfrei) 
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1. Fir gleiche und gleichmaBig bleibende Temperatur wahrend 


des Experiments fiir alle Réhren gesorgt wird (z. B. mit Hilfe eine. 


Wasserschrankes). 
2. Jede kleinste Veranderung des px vermieden wird, dadurch, da! 
a) die Blutk6rperchen in einer Pufferlésung suspendiert werden, un: 
b) die Einfuhr von CO, durch Anwendung eines Ballons auf da 
sorgfaltigste vermieden wird. 


Selbstverstandlich miissen die Réhren vollkommen senkrecht stehen 
Ohne die Fehler zu vergréBern, kénnen Réhren aus verschiedenen Her 
stellungsserien gebraucht werden [siehe Tabelle IV, Versuche 92, 97; Ta 
belle V, Versuche 100, 109 (bei den Globulinversuchen) |. 

Will man das empfohlene Verfahren auch bei klinischer Bestimmuny 
der Bsg. anwenden, so kann man die Pufferl6sung mit der iiblichen Meng: 
des gerinnungshemmenden Natriumcitrats versetzen. 


Il. Untersuchung der Wirkung des Globulins auf die Bsg. 
mit Anwendung der empfohlenen Methodik. 


Nachdem wir uns in den oben beschriebenen Versuchen von de 
Zuverlassigkeit der angewendeten Methodik tiberzeugt hatten, wendeten 
wir uns unserem eigentlichen Problem, cier Priifung des Einflusses einer 
Globulinlésung auf gewaschene rote Blutkérperchen (spater auch auf 
Blut) zu. 

Methodisches. 


Es wurde eine Blutkérperchensuspension, die mit 0,9 °%iger NaCl 
Losung vollstandig serumfrei gewaschen war, bis die Sulfosal.-Probe 
negativ ausfiel, mit zweifachem Volumen der angegebenen Phosphat 
pufferlésung verdiinnt. Zu dieser Suspension wurde eine Globulin- bzw. 
dieselbe Menge einer Kontrolldsung zugesetzt. Das Globulin wurde nach 
Sorensens Methode (42) aus Pferdebut hergestellt und in physiol. NaC] 
Lésung gelést. Die Globulinkonzentrationen der Lésungen wurden mit 
Bangs Mikro-Kjeldahl-Methode bestimmt, und es ergab sich, da®B die 
Globulinkonzentration der des Blutes gleich war. In den Kontrollver- 
suchen wurde statt Globulin dieselbe Menge 0,9 °oige physiol. NaCl-Lésung 
angewendet, in welcher das Globulin aufgelést war. In den Experi 
menten, in welchen die Globulinlésung mit K-Salicylat konserviert wurde, 
wurde ebenfalls dieselbe Quantitaét von K-Salicylat der Kontrollésung 
zugesetzt (etwa 1%). In den meisten Versuchen wurde eine Kontroll 
losung gebraucht, welche wir, um sie mit der Globulinlésung vollkommen 
iibereinstimmenden Umstanden auszusetzen, auch mit derselben zusammen 
,.dialysierten‘*. Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, wurde in einem Réhren 
paar der Kontrollversuch, in einem anderen (immer Réhrenpaare) det 
Globulinzusatzversuch ausgefiihrt. 


Versuchsergebnisse. 
Wie aus der Tabelle TV zu ersehen ist, war in den Versuchen 92 


und 97 die Bsg. der gewaschenen Blutkérperchen durch Globulinzusatz 
immer vermindert. Dieses iiberraschende Ergebnis stellte sich auch 
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beziiglich der Bsg. des Blutes heraus, wenn auch die Senkung des letzteren 
in kleinerem MaBe verandert wurde als die der gewaschenen roten 
Blutkérperchen. (S. Tabelle V, Versuch LOO und Tabelle VI.) Um die 
eventuell stérende Wirkung der Salicylsiure auszuschlieBen, machten 
wir auch Versuche mit salicylsaurefreiem Globulin. Das Resultat war 
dasselbe (s. Tabelle V, Versuch 109). Die K.-Salicylatlésung wirkte 
beschleunigend (Tabelle 1V, Versuch 97). Da die beobachteten  Dif- 
ferenzen der Bsg. nicht allzu gro} waren, wendeten wir gréBere Globulin- 
mengen an. Nun trat dieselbe Bsg. vermindernde Wirkung (wie es auch 
mu erwarten war) starker hervor (Tabelle V, Versuch lOO und 109). 


Tabelle VI. 





Nr. des | Datumdes Nr. des Bsg. in mm : ae 
Versuchs | Versuchs Rohres nach 1 Std Inhalt des Rohres 
101 28. VITL. VII 7 is 1 ccm mit Puffer verdiinntes Blut 
1935 Vila 6 6*/s 3 ecm Kontrollisung (19/9 K. Salicylic.) 
IX SY. as 1cem mit Puffer verdiinntes Blut + 
X 91)" 3 2 3 cem Globulinlésung (1/9 K. Salicylic.) 
» 31/5 


Da also das Globulin in vitro die Bsg. verlangsamt, ist es wahr- 
scheinlich, daB die beschleunigte Bsg. in klinischen Fallen nicht durch 
die Vermehrung des Globulins hervorgerufen wird. 


Zusammenfassung. 

1. Die Westergreensche Methode ist zu wissenschaftlichen Versuchen 
nur bei strengstem AusschluB von Temperatur- und H-lonkonzentrations- 
schwankungen verwendbar. 

2. Die Globulinlésung verlangsamt die Bsg. gewaschener, roter 
Blutkérperchen und (im geringeren MaBe) auch die des Blutes in vitro. 


Die Versuche wurden auf Anregung und unter Leitung von Herrn 
Priv. Dozenten Dr. Zoltan Aszddi ausgefiihrt. 
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Das Vorkommen des Histidins im menschlichen Urin. 


od Von 

rss Franz Foldes. 

42, (Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénig]. ungar. Universitat 
m in Budapest.) 
42. (Eingegangen am 1. November 1935.) 
= Mit 1 Abbildung im Text. 

le 

“% Das Histidin wurde zuerst im Jahre 1908 durch Anoop (1) mittels 
i Brom im Urin nachgewiesen. Seitdem befaBten sich mehrere Autoren 
0): mit diesem Problem und versuchten durch kleinere oder gréBere Ab- 
h. anderungen die Empfindlichkeit und Zuverlassigkeit dieser Methode zu 
6, steigern. Dieses Problem gewann besonders in den letzten Jahren an 
% Bedeutung, seitdem Voge (2), Kapeller-Adler (3) und andere Autoren 
we diese Reaktion, besonders in ihrer abgeanderten Form, zur friihen 
h. Schwangerschaftsdiagnose empfohlen haben, da sie in vitro leicht und in 
i, ganz kurzer Zeit ausfiihrbar ist. 

; Das wesentliche der urspriinglichen Reaktion von Knoop liegt darin, 


daB bei Erhitzen einer mit Brom gesattigten Histidinlésung eine weinrote 
Verfarbung zustande kommt. Das Entstehen der Verfarbung hangt von der 
chemischen Zusammensetzung der Lésung ab [Hunter (4) und Knoop (1)}.. In 
einer freie Basen enthaltenden Lésung kommt der charakteristische Farbton 
nicht zustande. Wenn wir aber der Lésung vor der Erwarmung Ammoniak, 
oder Ammoniumearbonat zusetzen, dann entsteht eine purpurrote bzw. 
dunkelviolettrote Verfarbung [Hunter (4)|. Die Menge des zur Sattigung 
verbrauchten Broms spielt beim Zustandekommen der Probe ebenfalls eine 
wichtige Rolle. Nach Untersuchungen von Hunter bindet ein Molekiil 
Histidin in kalter Lésung drei, nach Plimmer und Philips (5) nur zwei 
Atome Brom. Lieben und Miiller (6) stellten fest, da das Histidin nach 
kurzer Einwirkung zwei Atome, nach drei- bis fiinfstiindigem Stehen aber 
drei Atome bindet. Optimale Verfarbung wird (nach Hwnter) dann erreicht, 
wenn die Lésung auf ein Molekiil Histidin drei Bromatome enthalt. Ge- 
ringere oder gréBere Brommengen schwiachen die Reaktion oder lassen sie 
auch ganz verschwinden, wenn man das Histidin in wasseriger Lé6sung oder 
im Urin nachweisen will. Die st6rende Wirkung einer gr6Beren Brommenge 
erklarte Hunter damit, daB die entstehende Verbindung im Uberschu® des 
Broms wieder gelést wird (4). Nach Kapeller-Adler, Plimmer und Philips 
tritt das Brom zuerst in das Histidinmolekiil substituierend ein, im Uber- 
schuB aber wirkt es oxydierend auf das Histidin. Die angenommene Oxyda- 
tion kann aber nur wahrend der Erhitzung vor sich gehen, da Hunter und 
Weiss (7) die charakteristische Verfarbung auch dann erhielten, wenn sie 
Brom im Uberschu8 zusetzten und das iiberschiissige Brom spater mit Chloro- 
form auszogen. Diese Methode fanden sie derart zuverlissig, dafi sie emp- 
fahlen, den Nachweis des Histidins immer in dieser Form vorzunehmen. 
Au8er Histidin gibt es auch noch andere Verbindungen, die mit Brom 
Farbenreaktion geben. Vor allem gibt Tryptophan mit Brom in kalter 
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Léosung violette Farbe. AuBerdem verfarbt sich Histamin bei Bromzusat 
blaB goldgelb. Methylhistidin, ein Spaltungsprodukt des Anserins, gib 
einen rotvioletten Farbton [Kapeller-Adler (3)|. Diese Verfarbungen kénne: 
aber von der durch das Histidin gebildeten Farbe teils wegen ihrer gx 
ringeren Intensitat, teils wegen ihrem abweichenden Farbton gut unte: 
schieden werden. 


Hunter (4) modifizierte als erster die von Knoop angegebene urspriing 
liche Methode. Er wandte Bromwasser im UberschuB an, zog die zu unter- 
suchende Lésung solange mit Chloroform aus, bis sie farblos ablauft und er- 
hitzte erst dann. Bei positivem Ausfall der Probe erhielt er verschieden: 
von der chemischen Reaktion der Lésung abhaingige Verfarbungen. Voge (2 
gab zu 2,5cem Urin 1 cem stark verdiinntes Bromwasser und kochte die 
Losung aus. Bei positivem Ausfall der Probe bekam er orangerote bis 
rote Verfairbung. Kapeller-Adler stiitzte sich auf Hunters Feststellung, dat) 
sich Histidinlédsungen bei Anwesenheit von Ammoniak nach Bromzusatz 
purpurrot farben und arbeitete auf dieser Basis zuerst eine quantitative 
Methode aus (3), um diese dann vereinfacht als qualitative Probe (8) zu 
emptehlen. Mit Hilfe eines mit KJ-Starkelésung impragnierten Filter 
papiers, das als Indikator benutzt wurde, sattigte sie 10 ceem des Harns mit 
Br-Eisessig, gab dann eine Ammoniak-Ammoniumearbonatmischung zu 
und erwarmte 5 Minuten hindurch auf einem Wasserbad. Bei positivem 
Ausfall der Probe stellt sich eine rote bis dunkelviolette Verfarbung ein. 
Weiss (7) modifizierte die Kapeller-Adlersche Probe. Er nahm die Sattigung 
mit Brom nicht unter KJ-Starkekontrolle vor, sondern zog das iiber 
schiissige Brom mit Chloroform aus. 


Das Ziel meiner Untersuchungen war der qualitative Nachweis des 
Histidins mittels einfacher Reaktionen im menschlichen Harn. AuBer- 
dem wollte ich nachweisen, welcher Zusammenhang zwischen dem 
spez. Gewicht und der Haufigkeit des positiven Ausfalls der Histidin- 
reaktion besteht. Aus diesen Griinden bespreche ich hier die umstand 
lichere quantitative Methode von Kapeller-Adler nicht. 


Methodik. 


In mehr als 360 Urinproben versuchte ich das Histidin entweder 
mittels der von mir abgednderten Kapeller-Adlerschen Reaktion, oder 
mit Hilfe einer modifizierten Form der Knoopschen Reaktion nach- 
zuweisen. 


Kapeller-Adler stellte den Sattigungsgrad der Lésung mit Brom nach 
der Tiipfelmethode auf KJ-Starkepapier fest (8). Uns erschien es zweck- 
maBiger, die K J-Starkel6sung dem Harn tropfenweise zuzusetzen. Es konnte 
nimlich festgestellt werden, daB sich das KJ-Starkepapier oft schneller 
verfarbt, bevor noch der Farbenumschlag in dem mit K J-Starkelésung ver- 
setzten Urin zustandegekommen ist. Dies ist leicht verstaéndlich, da die 
groBe Oberfliche des Filterpapiers aktivierend auf die Reaktion zwischen 
Jod und Brom wirkt. Die fiir die Kapeller-Adlersche Reaktion optimale 
Bromsattigung war aber diejenige, bei der nach tropfenweiser Zugabe der 
K J-Starkelésung ein Farbenumschlag nach hellblau erfolgte. Die an- 
gewandte essigsaure Bromlésung enthielt nach Weiss 2,5% Brom und 
20°, Essigsaure. 
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Da festgestellt werden konnte, daB das Brombindungsvermégen des 


Urins im groBen und ganzen parallel mit dem spez. Gewicht wachst, 
konnten wir mittels einer empirisch festgestellten Tabelle in den meisten 
allen ohne zeitraubendes Probieren dem Urin die optimale Brommenge 
zusetzen (Tabelle 1). 


: as Tabelle I. 
Zur Bromsiattigung 





besehickten wir einige Zur Zur 

- oa vensrohrche - co a a Sattigung aoe aoe Sattigung 
Re agensrohrchen mit je Spe raseryt hes | notwendige | 5 par hes notwendige 
5eem des zu untersuchen- Gewicht Bromlésung Gewicht Bromliésung 
den Harns und gaben ecm cem 


dann auseiner graduieiten 
2cem fassenden Pipette 


1000—1010 01—0,38 | 1020—1025 06—0.9 
i Metaeitiaee ti 1010—1015  0,2—0,5 | 1025—1030 0,7—1,2 
sovie romlésung hin- 19151020 0.5—0.7 


gu, als wir zur Sattigung 
notig empirisch festgestellt hatten. Dann wurde das zugest6pselte Reagens- 
rohrehen ungefahr eine halbe Minute energisch geschiittelt und von der 
schon vorbereiteten KJ-Starkel6sung einige Tropfen hinzugegeben. Wenn 





blaue Verfarbung auftrat, wurde in das nachste Reagensréhrchen um 0,2 cem 
Brom weniger zugesetzt. Blieb aber die Lésung farblos, so fiigten wir um 
0,2 cem mehr Bromlésung hinzu. Auf diese Weise konnte diejenige Brom- 
menge immer schnell gefunden werden, bei der der Farbenumschlag ins 
Hellblaue stattfindet. Dann wurde zu 5 ccm des zu untersuchenden Urins 
die vorher festgestellte Brommenge gegeben und nach energischem Schiitteln 
2 bis 3eem der Ammoniak-Ammoniumearbonatlésung hinzugefiigt. Die 
Losung wurde dann iiber einer kleinen Flamme erwarmt, jedoch nicht 
bis zum Kochen. Bei positivem Ausfall der Reaktion entstand, wie Kapeller- 
Adler beschrieb (8), eine mehr oder weniger intensive violettrote Farbung. 
Dieser Farbton erreicht seine maximale Intensitat ungefahr eine halbe 
Stunde nach Abkiihlung und behalt diese stundenlang unverindert bei. 
Die Starke der Reaktion bezeichneten wir mit negativ, Spuren > t+, 


Wurde nach Hinzufiigen der Bromlésung geniigend energisch geschiittelt 
und die zugestépselten Reagensréhrchen 10 Minuten lang nach der Vor- 
schrift von Kapeller-Adler stehengelassen (8), so kam es bei unseren Ver- 
suchen nie vor, daB die Sattigung mit Brom ungeniigend gewesen wire, 
oder daB wir andere Resultate erhalten hatten, als nach sofortiger Vor 
nahme des Ammoniumzusatzes. Darum lieBen wir das 10 Minuten dauernde 
Stehenlassen weg, welches nur die Ausfiihrung der Reaktion verzégerte. 
Weiss (7), der um die Auswaschung mit Chloroform vornehmen zu kénnen, 
den Urin nach Zusatz der Bromlésung energisch schiitteln mubte, halt das 
Abwarten nicht nur fiir iiberfliissig, sondern fiir ausgesprochen schadlich. 
Dagegen halt Bodo (9), der das Histidin im Urin von Schwangeren nach 
weisen wollte, das Abwarten der 10 Minuten fiir unerlaBlich. Dieser schein- 
bare Widerspruch kann so erklart werden, daB beim energischen Zusammen- 
schiitteln das Bromatom mit dem Histidinmolekiil in intensivere Beriihrung 
kommt, so daB die Substitution in kurzer Zeit zustande kommt. Ohne 
energisches Schiitteln nimmt dieser Prozef aber langere Zeit in Anspruch. 

Den Histidinnachweis nach Knoop-Voge anderten wir insofern ab, dal 
wir die zur Sattigung des Urins nétige Bromlésung mit Essigséure an- 
siuerten, sie in starkerer Konzentration anwandten und die Erwarmung der 
Lésung sehr vorsichtig vornahmen. Wir gaben zu 5ccm des zu unter- 
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suchenden Urins die schon bei der Kapeller-Adlerschen Reaktion angewandte 
essigsaure Bromlésung tropfenweise zu und erwarmten nach energischem 
Schutteln die Lésung bis zum Auftreten einer rosaroten Verfarbung. Dann 
wurde das Erwarmen eingestellt. Die Intensitat des Farbtons wachst noc! 
einige Zeit, erreicht aber bald ihr Maximum, um dann binnen einiger Minuten 
langsam zu sinken. Die zur Verfiigung stehende Zeit ist aber zur Feststelhunyg 
der Starke der Reaktion reichlich geniigend, was nicht immer der Fall ist 
wenn wir den Nachweis nach Voge durchfiihren (8). 

Die zur optimalen Ausfiihrung des Nachweises nétige Brommenge ist 
kleiner als die zur vollstandigen Bromsattigung des Urins nétige. Ihre 
einfache Bestimmung ergibt sich aus den weiteren Ausfiihrungen. 

Die Experimente, die zur Bestimmung der zur modifizierten Knoop- 
Vogeschen Reaktion notwendigen Brommengen angestellt wurden, 
fiihrten zu interessanten Feststellungen. Wenn wir zu den Urinproben, 
die sich spater als Histidin enthaltend erwiesen, die je 0,1 bis 0,2 cem 
Bromlésung tropfenweise zusetzten und nach jedem Zusatz den Urin in 
tensiv schiittelten, so entstand nach Zusatz der entsprechenden Brom- 
menge eine orangegelbe-orangerote Verfarbung. Geben wir dem zu unter- 
suchenden Urin die Bromlésung tropfenweise weiter zu, so nimmt die 
Intensitat des Farbtons noch einige Zeit zu, um dann nach Erreichen des 
Maximums langsam abzunehmen und nach noch weiterer Bromzugabe 
ganz zu verschwinden. Die tiefste Farbenintensitat kommt immer vor 
der vollstandigen Sattigung mit Brom zustande. Setzen wir nach Er- 
reichen des starksten Farbtons dem Urin weiter Brom zu, so bleibt die 
Verfarbung lange Zeit bestehen. Da diese Verfarbung nur bei histidin- 
haltigen Urinproben, bei diesen aber ausnahmslos auftrat, scheint uns 
diese Reaktion zum Histidinnachweis geeignet und empfehlen wir sie 
wegen ihrer Einfachheit und Empfindlichkeit. 

Zu ihrer Ausfiihrung geben wir zu 5cem Urin die oben angegebene 
Bromlésung in Portionen von 0,1lcem. Der Urin wird nach Zusatz jeder 
Portion energisch durchgeschiittelt. Nach entstehender Verfarbung setzen 
wir die Zugabe von essigsaurer Bromlésung solange fort, als die Farb- 
intensitaét wachst und lesen dann den Grad der Reaktion ab. Kam in dem 


untersuchten Urin trotz vollstandiger Bromsattigung angezeigt durch’ 


hinzugetropfte KJ-Starkelésung — keine Verfairbung zustande, so enthilt 
der Urin kein Histidin. Die Brommenge, bei der sich in der eben beschriebe- 
nen Probe die intensivste Verfairbung einstellt, ist gleichzeitig die optimale 
zur Ausfiihrung der modifizierten Knoop-Vogeschen Probe, so daB beide 
Reaktionen in denselben Reagensréhrchen nacheinander leicht durch- 
fiihrbar sind. 

Da die eben beschriebene Verfarbung weder in wasseriger Histidin- 
lésung, noch in nachtraglich mit Histidin versetzten Urinproben 
zustande kommt, miissen wir annehmen, daB entweder ein Spaltungs- 
produkt des Histidins, oder ein mit dem Histidin parallel aus- 
geschiedener Stoff die Verfarbung verursacht. Die Entscheidung dieser 
Frage ist aber bis jetzt noch nicht gelungen. 
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Versuchsergebnisse. 

Mit dem wmodifizierten Histidinnachweis nach Aapeller- Adler 
wurden 185 Urinproben von Frauen der verschiedensten Schwanger- 
schaftsstadien untersucht. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen 
sind in Tabelle IT dargestellt. Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, wachst 
die Haufigkeit der Nachweisbarkeit des Histidins mit dem spez. Gewicht. 
Den positiven Ausfall der Reaktion fanden wir in gréBerem Prozentsatz 
bei Urinproben deren spez. Gewicht iiber 1,020 lag. Zweifellos beeinflubt 
das Alter der Graviditat auch‘die Nachweisbarkeit des Histidins, da in 
der zweiten Halfte der Graviditét stark positive Reaktionen haufiger 
vorkommen. Die genaue Untersuchung dieser Erscheinung ware aber 
nur so méglich, wenn wir in allen Graviditaétsmonaten gleich viel Urin- 
proben desselben spez. Gewichtes priifen kénnten. 

Es wurden mittels der modifizierten Kapeller-Adlerschen Reaktion 
203 Urinproben gesunder und kranker Manner, sowie nicht gravider 
Frauen untersucht. Bei Ansteigen des spez. Gewichtes kommt das 
Histidin auch in diesen Fallen bedeutend haufiger vor. Wie aber aus 
Tabelle III ersichtlich, sind die entsprechenden Werte bedeutend 
niedriger als bei Schwangerschaft. 

Nach unserer Erfahrung ist das Histidin waihrend der Schwanger- 
schaft bei Urinproben héheren spez. Gewichtes auch nach Verdiinnung 
des Harns bis zu einem spez. Gewicht von 1,015 nachzuweisen, woraus 
wir den SchluB zogen, da der Histidingehalt des Urins nicht dem 
spez. Gewicht proportional, sondern im starkeren Mabe anwachst. Da 
diese Erscheinung aber auch in Urinproben Nichtschwangerer vorkommt, 
kénnen wir die Moéglichkeit eines Irrtums auch dann nicht ganz aus- 
schlieBen, wenn die Urine nach Weiss (7), der den Histidinnachweis zur 
Schwangerschaftsdiagnose heranzog, bis zum spez. Gewicht 1,020. ver- 
diinnt werden. 

Bei der Kapelier-Adlerschen Probe ist es immer zweckmabig, sich 
zu tiberzeugen, ob sich nicht der Urin nach Zusatz der Ammoniaklésung 
rot verfarbt. Dies ist darum wichtig, weil sich Chrysophansaure, Trio- 
xyantrachinondiacetester und Phenolphthalein, die oft in  Abfiihr- 
mitteli, enthalten sind, nach Alkalienzusatz rot farben. Der so ent- 
standene Farbton ist der bei der Kapeller- Adler schen Reaktion zustande- 
kommenden Farbe sehr ahnlich. 

Der Histidinnachweis wurde bei 70 schwangeren und 66  nicht- 
schwangeren Personen mit der modifizierten Anoop-Vogeschen Probe 
oder mit der auch in kalter Lésung durchfiihrbaren oben beschriebenen 
feaktion vorgenommen, In allen Fallen wurde auch die modifizierte 
Kapeller- Adlersche Reaktion angewandt. Wie Tabelle IV und V zeigen, 
wurde mit Wachsen des spez. Gewichtes des Urins der positive Ausfall 
der Probe auch hier haufiger. 
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id/erschen 


Nichtschwangeren. 





Frauen 


Spezifisches 
Gewicht ————— 
—_ Sp. + 4. 4 + + + 

1,000—1,005 1 
1,.005—1,010 2 
1,010—1,015 13 5 
1,015—1,020 24 1 19 
1,020—1,025 19 3) 1 22 
1,025-—-1,080 | 17°51 4 |2 17 

1,030— 8 1; 8 {1 2. 4 


Prozentueller 
Mittelwert | 
simtl. spez. | 
Gewichte 


Tabelle V. Die Ergebnisse der 


Probe im Harn von 


73,5 13,57 4 


Prozentueller Mittelwert 


Minner 
Minner und Frauen 


Sp.|/+\/++/+4 Sp. 
100 
100 
100 
1 96; 2 | 2 
8 j}1)| 2 73'20 | 3.5.3.5 
8 (4) 1 64 15,5 15,5 5 
ie 2 43:3 |82 |7 15 


bo 


modifizierten Kzvoop-Vog schen 
Nichtschwangeren. 





Frauen 


Spezifisches 
Gewicht ee scien 
— | Sp. } fb | 4 +4 
1,000—1,005 1 
1,005—1,010 
1,010—1,015 5 2 
1,015—1,020 11:1 | 2 4 
1,020—1,025 | 55 | 2 {2 6 
1,025—1,0830 42 3 $1 2 
1,030— 1 1 1 
Prozentueller | 
Mittelwert 5617.517.5 9 61 


samtl. spez. 
Grewichte 


Prozentueller Mittelwert 


Manner Miinner und Frauen 
Sp. a herrea +] — | Sp.j + j+t+i+++ 
100 
100 

1 1 69 12.5185 

9 1 4830 9 13 
9 4314 36 7 
1 1 90 40 49 

13,17; 9 


Die positive Reaktion trat aber in den entsprechenden Gruppen 
éfters auf, als bei der Kapeller- Adler schen Reaktion. Abb. 1 demonstriert 


den Empfindlichkeitsunterschied der 
Kapeller- Adlerschen und der Knoop- 
Vogeschen Probe. 

Die Resultate, die die oben be- 
kalter Lésung an- 
den abgean- 


schriebene, in 
stellbare Probe und 
derten Nachweis nach Knoop- Voge 
geben, stimmen vollstandig mitein- 
ander iiberein, wie es aus den bei- 
gefiigten Tabellen VI und VII gut 
ersichtlich ist. 

Interessant ist die Tatsache, 


daB das Histidin im Urin_ nicht- 


_» *3% 
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schwangerer Tiere nicht nachgewiesen werden konnte, trotzdem da, 
spez. Gewicht einiger untersuchten Urinproben 1075 erreichte!. Auch: 
nach langerem Fasten oder nach Fleischbelastung der Hunde sahen wi: 
nie positiven Ausfall der Reaktion. Sollte es gelingen, im Urin gravide: 
Tiere Histidin nachzuweisen, so wird dies ein zuverlassiges Schwanger- 
schaftszeichen sein. 
Besprechung der Versuche. 
Es wurde festgestellt, daB das Histidin mit qualitativen Reaktionen 
im Urin schwangerer sowie auch nichtschwangerer Personen nachweisba: 
ist. Der modifizierte Nachweis nach Anoop-Voge, sowie die von uns 
beschriebene Probe erwies sich als bedeutend empfindlicher als dis 
teaktion nach Kapeller-Adler. Dadurch ist es zu erklaren, daB wir bei 
den beiden erwahnten Proben im Harn Schwangerer und Nicht- 
schwangerer haufiger positive Resultate erhalten. Neben diesem Unter 
schied der Empfindlichkeit erschwert den Histidinnachweis mit dei 
Kapeller-Adlerschen Probe noch der Zustand, daB bei dem Nachweis 
nach Kapeller-Adler die Bromsattigung mit der gr6Bten Umsicht vor 
genommen werden mu, da ein oder zwei Tropfen Brom mehr ode: 
weniger das Resultat vollstandig verfailschen kénnen. Dagegen ist die 
Bromempfindlichkeit sowohl der modifizierten Knoop-Vogeschen Probe 
als auch der von uns beschriebenen Reaktion bedeutend geringer. 
Im Urin Schwangerer fallt der Histidinnachweis verhaltnismabig 
haufiger positiv aus als im Urin nichtschwangerer Personen bei gleichem 
spez. Gewicht des Harns. Die Reaktion ist im Schwangerschaftsurin 
im allgemeinen intensiver. Ein Unterschied, aus dem mit Hilfe der oben 
angegebenen qualitativen Proben die Graviditit mit Sicherheit bestatigt 
oder ausgeschlossen werden kénnte, war aber nicht festzustellen. Der 
qualitative Histidinnachweis kann héchstens in Ausnahmefallen zur 
Unterstiitzung des klinischen Befundes angewandt werden, wenn neben 
niedrigem spez. Gewicht des Urins die Probe stark positiv ausfallt. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde der Histidinnachweis nach Knoop-Voge und nach 
Kapeller-Adler modifiziert und ein neuer qualitativer Histidinnachweis 
angegeben. 

2. Die modifizierte Methode nach Knoop-Voge und die neu an- 
gegebene Probe erwiesen sich empfindlicher als die Reaktion nach 
Kapeller-Adler. 

3. Die Nachweisbarkeit des Histidins wird mit dem Anwachsen des 
spez. Gewichtes haufiger. 


' Es wurde der Harn folgender Tiere untersucht: Hunde zehnmal, 
Pferde viermal, Kiihe zweimal, Elefanten zweimal, Giraffe zweimal, 
Tiger zweimal, Antilope einmal. 
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das Tabelle VI. 
Auch Ergebnisse der 
—— ; . Specifisches Monat der - 
vide} ” =e ; ‘Gewicht Graviditiit fra Kigene Ravn ee 
ge) Probe Probe Probe 
1 K. K. 1,005 IV a Sp. . 
2 as 1.005 IX - 
3 N.N. 1,006 Il 
wane 4 A. K. 1,008 IV 
isbai 5 Py. 1.009 V 
sie 6 B. L. 1,009 Vill - _ 
7 Z.R. 1,009 Vil - Sp. 
di 8 S.P. 1,009 Vil om : 
r bei 9 §.B. 1,010 Vil - - 
= 10 J. Bs 1,010 Vill - + 
we il S.N. 1,010 IX _ Sp. Sp. 
ater 12 IO. 1,010 IX — Sp 
dei 13 B..F- 1,011 VI — - 
et 14 7 1,011 VI - 
15 L. B. 1,011 VII — 
vor 16 Bb. W. 1,011 Vill 
ode) 17 by ¥. 1,012 IV - — 
per 18 N.K. 1,012 Vil . a“ Sp. 
; die 19 s.K. 1,012 Vill ~ Sp. 
robe 20 Gx. B. 1,012 IX - 
wer. 21 B. V. 1,012 IX Sp. 
oes 22 L. B. 1.014 VI - oe 
abig 23 M. K. 1,014 VI 4 
hem 24 Pf. 1,914 VI | 4. 
oom 25 Er. 0. 1,014 VIII Sp. 
— 26 S.T. 1,014 IX Sp sp 
»ben 27 bk. 1,015 VII 4+ + 
itigt 28 G. Z. 1,015 Vill +p 
wil 29 S. Sz. 1,015 IX _ +-+ 4 
30 Gy. V. 1.015 IX - Sp Sp. 
zur 31 KF. G. 1.015 IX + t 
ilies 32 V.G. 1,016 1] - . 
et 33 S. W. 1.016 VI . ~- Sp. 
allt. 34 L. W. 1,016 Vill “ ee bf 
35 a. &. 1.016 Vil - _ 
36 s.K. 1,017 VI - Sp. Sp. 
37 Gy. F. 1,017 VI am peg ++ 
nach 38 JK. 1,017 vill Sp. Sp. 
weis 39 Bb. B. 1,018 V . + J. +. 
40 L. R. 1,018 VI — ++ +-+ 
41 yy S 1.018 VI - ++ | ++ 
an- 42 L.V. 1,018 Vill Sp. ++ ++ 
1ach 43 A.D. 1,018 VII 1 ++ 
44 I. M. 1,018 Vill — + +4 
45 N.S. 1,018 IX — + ++ 
| des 46 S. Cs. 1,018 IX +4 4+ 
47 Gy. N. 1.020 Vill os +++ +++ 
48 G. EK. 1,020 Vill + + +4 
mal, 49 Gy. Cs. 1,020 IX — t+ ++ 
mail 50 G. R. 1,020 IX Sp- ++ ++ 
, 51 J.E. 1.021 I—-Il — — Sp. 
52 5S. 1,021 Vil — ++ +++ 
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20S F. Féldes: 
Tabelle VI (Fortsetzung). 
Ergebnisse der 
. Spezifisches Monat der : ’ 
Nt Name Sowicht Graviditat Fa ae a Rigsne ee 
Probe sh Probe 
53 J. 28. 1,021 Vill a + t 29 
54 N. K. 1,022 IV Sp. note + 0) 
5D P. O. 1,022 VI + + oe 31 
56 S. Kk. 1,022 IX Sp. +++ +++ 9) 
57 N.F. 1,025 I-I] Sp. 39 
58 F. H. 1,025 Vill + +-+ ++-+ ; 
59 Gy. N. 1,025 IX + a | se aie 35 
60 N.N. 1,026 Vil ++4 +++ +-+4 6 
61 S.H. 1,027 IX + ++ ++ 37 
62 5. V. 1,028 V ++ ss at aR +4 38 
63 kK. R. 1,030 I-II ++ +--+ - ++ 39 
64 8. K. 1,030 I—I] Sp. Sp. 4() 
65 S. iu. 1,030 I-Il — 4 
66 I. N. 1,030 IX ++4 - +++ 42 
43 
Tabelle VII. 44 
40 
| Ergebnisse der o 
i Spezi- - - wo ‘ 
Nr. Name i Geschlecht fisches Diagnose Kapeller- Figene _Knoop- 45 
\| Gewicht Adler schen Probe Voge schen 49 
I Probe Probe 50 
51 
1 | S.H. Frau 1,004 Hysterie - ; 52 
2) V.K. ‘6 1,011 Cholecystitis - as) 
31 E.K. e 1,012 Tonsillectomie — — _ » 4 
4 | E.B. ~ 1,014 Sine morbo ~~ : 5D 
5 || E. M. ‘ 1,014 - — - ob 
6 || J. E. ie 1,014 Tabes dors. - ay 
1 Hake oes a 1,015 Sine morbo 58 
Ba. V. i 1,015 Hysterie 
9} J.B. . 1,016 Appendicitis 
10 || R.M. 7 1,016 Sine morbo 
Lif ASK. Mann 1,016 Presbiophrenie - ~~ = 
12) KJ. Frau 1,017 Tbe. pulm. _ Dies 
13 | V.B. . 1,018 Myodeg cord. - ; _ akti 
14) LL. " 1,018 Dement. senil. - 
15} L.Z. if 1,018 Sine morbo —_ 
16 J: Be mn 1,018 Ischias : vew 
17 || M. J. " 1,018 Sine morbo - - 
18 |) A. M. Mann 1,018 = -~ - 
19 | J.K. Frau 1,019 Tbe. pulm. Pes 
20 || J.R. a 1,019 Sine morbo ! zeru 
21 LF. Mann 1,020 = - 
22 || F.F. rs 1,020 . - 
28 | J.P. Frau 1,021 Cholecystitis ahs ate 2 8: 
24 | D.Sz. > 1,022 Sine morbo - — atin 
25 ee K. ” 1,022 " Sp. Sp. dens 
26 Gy.E. Mann 1,022 ; ~ vil H. 1} 
27 | A.T. 1,022 Kpilepsie — Sp. Sp. yi 
28 || S.K. ss 1,022 Sine morho ote oe Wor 
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Tabelle VIL (Fortsetzung). 





Ergebnisse der 
Spezi- 


Name  Geschlecht fisches Diagnose Kapeller- yi ene kKnoop- 
Gewicht Adler schen Deohe Voge schen 
Probe Probe 

29 | E.P. Mann 1,022 Sine morbo 
0 | K.S. Frau 1,023 - 
31 Pe. ‘ 1,023 Otitis med. + + 
32 | KH. a 1,023 Sine morbo ni 
35 || K. G. Mann 1,023 = 
4 CCL Cs. Frau 1,024 Diabetes 
35 K. J. o 1,024 Hysterie 4 + 
36 | M. P. - 1,024 Parkinson — Sp. Sp. 
37 i a. Mann 1,024 Sine morbo — . 
38 | L. Sz. Frau 1,025 7 — Sp. + 
9 =M. Sz. ‘ 1,025 a 
40 | J. W. i 1,025 Melancholie 
4 M. K. as 1,025 Basedow Sp Sp. Sp. 
42 | 3 €e. ‘ 1,025 Myodeg cord. Sp. 
43 Gy. B. | Mann 1,025 Sine morbo : ++ 
44 | §.8. Frau 1,026 = Sp. + + 
45' AD. e 1,026 Schisophrenie Sp. + + 
456 BB. Fs 1,026 Melancholie 
47| J.N 1,027 Tbe. pulm. - ~ 
48 | S.G 1,027 Sine morbo ~- -h + -+ 
49 | Z. K. - 1,027 Tonsillektomie 
50 | AS. Mann 1,027 Sine morbo 
51 A.Z. = 1,027 = Sp. Sp. + 
52 1 J.P. Frau 1,028 Hysterie 
3 J. M Mann 1,029 Sine morbo Sp. + 
4 M.Z Frau 1,030 - Sp. Sp. 
55) ELK 1,030 a Sp. 
56 |- J.B <. 1,030 < 4 as + 
bf | L.N Mann 1,030 s | ++ 
o8 OK. K. %s 1,030 Paral. progr. = 


4. Histidin wird in Schwangerschaftsurinen bedeutend 6fter ge- 
funden, als in Urinen gleichen spez. Gewichtes Nichtschwangerer. 
Dieser Unterschied berechtigt aber nicht dazu, diese qualitative Re- 
aktionen zur Schwangerschaftsdiagnose zu benutzen. 

5. Im Urin nichtschwangerer Tiere konnte Histidin nicht nach- 
gewiesen werden. 


Diese Arbeit wurde unter Leitung des Herrn Priv.-Doz. Z. Aszodi aus- 

vefiihrt. 
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Spektrophotometrische Untersuchungen an (Cyanverbindungen 
des Blutfarbstoffs. 
Von 
Stefan Schénberger und Peter Balint. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universi: 
in Budapest.) 
(Eingegangen am 1. November 1955. ) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer vorangehenden Arbeit konnte einer von uns! zeigen, dai 
die Absorptionsspektra des Kohlenoxydhamoglobins, Kohlenoxyd 
Globin-Hamochromogens und anderer Kohlenoxydhamochromogene i: 
sichtbaren Teil des Spektrums identisch, von dem des Kohlenoxy: 
hams dagegen verschieden sind. Beim Zustandekommen der Absorptions 
spektra dieser zwetwertiges Eisen enthaltenden Blutfarbstoffderivat 
scheint also das Vorhandensein oder das Fehlen irgendeiner stickstoft 
haltigen Base von wesentlichem EinfluB zu sein. 

Wie verhalten sich nun diejenigen Blutfarbstoffverbindungen, «i 
dreiwertiges Eisen enthalten ? Wie bekannt, verbindet sich Hamin mit 
Globin zu Methamoglobin, mit stickstoffhaltigen Basen aber, die mit 
Him Hamochromogene bilden, zu Parahimatinen*. Alle diese Ver 
bindungen vermégen Cyan zu binden, wobei ihre Absorptionsspektr: 
einer wesentlichen Anderung unterliegen. Merkwiirdigerweise scheinen 
aber Cyanmethamoglobin und das Cyanhamatin, wie es schon Hauro 
witz? betont hat, dasselbe Absorptionsspektrum zu besitzen. Die Rol! 
der stickstoffhaltigen Basen scheint also eine andere zu sein, wie 
Falle der zweiwertiges Eisen enthaltenden Blutfarbstoffderivate. 

Wir stellten uns die Aufgabe, an der Hand vergleichender spektr 
photometrischer Untersuchungen festzustellen, welche spektrochemisch: 
Bezxehungen 1. das Cyanmethimoglobin, 2. einige Cyanparahamatin 
und 3. das Cyanhamatin aufweisen. Wir dehnten unsere Untersuchunge! 
auch auf den ultravioletten Teil des Spektrums aus, da bei der chemische: 
Verschiedenheit des Globins, Pyridins, Ammoniaks usw., die Ver 
haltnisse im ultravioletten Teil des Spektrums untersuchenswer' 
erschienen. Endlich sei noch erwahnt, daB bei den Untersuchunge: 
in jedem Falle Riicksicht auf die Alkalitat des Loésungsmittels  g: 
nommen wurde. 


! Schénberger, diese Zeitschr. 278, 428, 1935. * Kerlin, Proc. Ro 
Soe. (B) 100, 129, 1926. % Haurowitz in Oppenheimers Handb. « 


Biochem. d. Menschen u. d. Tiere. Erganzungswerk I, |, 5. 382. 
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Versuchsmethodik. 
1. Cyanmethdmoglobin. Fs wurde aus Pferdeblut nach der Methode 
n Willstdtter und Pollinger ein Oxyhaimoglobinkristallbrei hergestellt ; 
avon wurde eine abgewogene Menge entnommen und in destilliertem 


Wasser bzw. 0,1-, 1,0- und 10° ,iger Na,CO,-Lésung gelést, mit 1 bis 2 eem 


un 100 K,FeCy, versetzt, einige Kérnchen KCN zugefiigt und mit dem 


Losungsmittel auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt. In einem Falle 


labelle la, Praparat 1b) wurden 2g KCN zugefiigt. Die Konzentration der 


abelle la. Spezifische Extinktionskoeffizienten des Cyan- 


methamoglobins in neutraler bzw. schwach alkalischer Lésung. 








Cyanmethamoglobin 


at - Cyanmethamoglobin 
in destilliertem Wasser ‘ : & 


in 0,1 %/oiger Nag CO,-Lisung gelist Mittelwerte 


Wellen- gelist der 
ange —_ Priiparate 
Priiparat Priiparat Priparat Priparat Praparat  Priparat la--4 
Lie la Lb e 2 3 4 
570.0 0,480 0,492 0,473 0,482 0,487 0.483 0,483 
565,0 0,521 ~- 0,527 0,527 0,539 0,514 0,526 
60,0 0,563 0,565 0,563 0,580 0.586 0,563 0,570 
558,0 0,595 - 0.589 0,585 0.596 0,591 
557.0 . ss _ aa 0,602 0,602 
555.0 0,617 — 0,604 0,619 0,632 0.626 0,620 
553.0 — - _ - 0,647 0,647 
552.0 0,635 — 0,628 0,644 : 0.643 0,638 
550.0 0,660 0,673 0,646 0,668 0,671 0,666 0.664 
549.0 =~ 


548.0 0,693 0.704 0,668 0.671 0.681 0.671 0.681 
547.0 - - 
546.0 0,674 0,684 0.688 0,667 0,693 0.682 0,681 


545.0 -- —_— — - — 

544.0 0,691 0,714 0,696 0,691 0,695 0.684 0,695 
543.0 — = si = ; we 

542.0 0,710 0.705 0,679 0,691 0,695 0.691 0,695 
541.0 sna ia z ; ‘ies 

540.0 0,698 0,715 0,695 0,686 0.706 0.687 0,698 
539.0 _ = , a a 
538.0 0.703 0,675 0.686 0,693 0.693 0.690 
537.0 - — - . 

536.9 0.704 0,683 0,690 0.696 0.686 0,692 
535.0 es — i = 

534,0 0,702 -- 0,684 0,714 0.697 0.699 
533,0 nie = = a 

532.0 — 0.674 0.666 0.686 as 0.675 
531,0 - 

530.0 0,682 0,696 0,660 0,673 0,674 0.669 0,676 
529.0 ia = 

528.0 0,661 - 0,641 0,671 0,666 0.657 0.559 
527.0 _ ~- — - 

526,0 0.622 - 0,614 - 0.644 0.643 0.631 
525.0 aon e 0,612 . 0.612 
524.0 0,609 - 0,609 — 0,616 —~ 0.611 
523.0 om — a ny 

522.0 0,606 _ 0.593 0,603 0,589 - 0.598 
521.0 — sits 


520.0 0,580 - 0,561 0,557 0,564 . 0.565 














212 St. Schénberger u. P. Balint: Spel 
Tabelle Ib. Spezifische Extinktionskoeffizenten des Cyanm«: 
hamoglobins in stark alkalischer Lésung. Men 
Cyanmetha- Mitte “. “ 
Cyanmethimoglobin Ry ee Mittel- wert W 7 
Wellen in 1,0°/oiger Nay CO,-Lisung gelist Na. CO eS werte der Pra wur 
lang Liisung gelist der Prii- | parat 
5 parate la—4 
Priiparat Priparat Praparat Praiparat Priiparat Priparat 5—9, 1d _, de jeje} 
mu 5 6 rf 8 4 ld Tab. 1 zent 
aut 
570,06 0,399 0,405 0400 0,427 0,895 0.387 0,402 0.4853 (Pri 
565.0 | 0.442 0.4389 0438 0.494 0,436 0,430 0,52¢ Nat 
560,0 | 0,481 0,477 0,479 0,502 0,472 0,462 0,479 0,57( F 
558.0 0.527 0.497 0.512 0.591 om 
557.0 0,489 0499 0,515 0,501 0,602 
555.0; 0.512 0,517 0,531 0,546 0,510 0,523 0,620 Met 
553.0) 0.527 0,534 0,546 0,550 0,528 0.536 0.647 Gri 
552,0 — = —_ 0.638 het 
550.0 0.5386 0.557 0.566 0,572 0,540 0.572 0,557 0.664 
549.9 0,556 0,563 0,565 0.561 des 
548.0 0.582 0.548 0,577 0,569 0.681 mae 
547.0) 0,566 0,564 0,571 — 0.567 
546,0 0,589 0,555 0,561 0.568 0,681 _ 
545.0. 0.574 0,573 0.581 pin 0.576 gla 
544.0 0,597 0,579 0.593 0,590 0.695 im 
543.0. 0.580 0.575 0,586 — 0.580 Im 
542.0 0.605 0.579 0.587 0,590 0,695 uns 
541,0 0.576 0,563 0,590 0,576 fiir 
540,0 = — 0.597 0,566 0,583 0,582 0,698 De 
539,0 0,584 0,571 0,596 -_ 0,584 sei 
538.0 - . 0,600 0.570 0.585 0.690 . 
537.0 0,569 | 0,565 0,596 0,577 te 
536,0 0.597 0,571 0,584 0,692 
535.0 0,574 0,576 0.609 0,583 - 
534,0 . — 0,600 0,578 — 0,589 0,699 
533.0 0.570 0,564 0,586 0,573 me 
532.0 — - —_ 0.593 0.555 - 0,574 0,675 de 
531.0 0,561 0,556 0,586 — 0,568 
530,0 | — 0,583 0,551 0,556 0.563 0,676 sc] 
529.0 0,553 | 0,547 | 0,565 = 0,555 — sie 
528,0 - 0,569 0,548 0.558 0,559 Pr 
527.0) 0,543 | 0,524 0,552 . les 0,540 : i 
526,0 0,556 0,527 _ 0,541 0,631 4 
525.0 | 0.524 | 0,511 0,535 — 0,52: 0.612 wi 
524,0 0,588 0,504 0,521 0.611 <I 
523,0 0,500 0,486 0,510 - fini asad 0,499 = 
522.0 — 0,501 | 0,490 = 0,495 0.598 be 
521.0 0,478 0,479 0,484 _ — 0,480 : Ww 
520,0 _ - 0479 0461 0,488 0,476 = 0,565 a 
Losung wurde durch Bestimmung der Hamoglobinkonzentration des ab K 
vewogenen Kristallbreis mittels der Trockensubstanzmethode ermittelt. de 
2. Cyan-Ammoniak-Parahdématin wurde durch Lésen einer abgewogene! m 
Menge Schalfejeffschen Hamins in einer, zum Lésen eben geniigende: V 
Menge konzentrierten Ammoniaks hergestellt. Die Lésung wurde etwas ‘ee 
verdiinnt, mit einigen Kérnchen KCN versetzt und mit destilliertem Wasse: 
wieder auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt. Die Praparate 1b, 10, 1! oo 
der Tabelle Il wurden wie oben hergestellt und mit konzentriertem Ammoniak 
auf das Doppelte verdiinnt. 
an 
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3. Cyan-Pyridin-Parahdmatin wurde durch Lésen einer abgewogenen 
Menge Schalfejeffschen Hamins in einer eben zum Lésen geniigenden Menge 
Pyridin hergestellt, mit einigen Kérnchen KCN versetzt und mit destilliertem 
Wasser auf ein bestimmtes Volumen verdiinnt. Praparat 8b der Tabelle II 
wurde wie oben hergestellt und mit Pyridin auf das Doppelte verdiinnt. 

4. Cyanhdmatin wurde durch Lésen einer abgewogenen Menge Scha/ 
lejeffschen Hamins in Ileem n/l0 NaOH dargestellt; die NaOQH-Kon 
zentration der L6sung wurde nun durch Verdiinnen mit destilliertem Wasser 
auf n/1000 gebracht und danach mit einigen K6érnchen KCN  versetzt 
(Praparat 9a der Tabelle II). Einem Teil dieser L6sung wurde so viel n/10 
NaOH zugefiigt, daB die NaOH-Konzentration n/20 betrug (Praparat 9b 
der Tabelle IT). 

Die Konzentration der Lésungen 2 bis 4 wurde auf Hamoglobin bzw. 
Methamoglobin umgerechnet, indem wir annahmen, dal die prosthetische 
Gruppe 4°, des gesamten Hiamoglobin- bzw. Methimoglobinmolekiils 
hetragt. 

Die spezifischen Extinktionskoeffizienten wurden im sichtbaren Gebiet 
des Spektrums in dem Spektralbereich von 570 my bis 520 mu mittels eines 
von Martens und Griinbaum modifizierten Kénigschen Spektrophotometers 
untersucht. Als Lichtquelle diente eine Metallfadengliihlampe in Milch- 
glasgehause; der Okularspalt umfaBte einen Spektralbereich, dessen Breite 
im Rot 15, im Blau 5 muy betrug: der Objektivspalt war stets 0,3 mm breit. 
Im ultravioletten Teil des Spektrums von 460 bis 220 my bedienten wir 
uns eines Hilgerschen Spektrographen. Die Aufnahmen wurden im Institut 
fiir allgemeine Chemie der Technischen Hochschule Budapest ausgefiihrt. 
Dem Leiter des Instituts, Prof. Dr. Julius Groh, danken wir héflichst fiir 
seine Bereitwilligkeit, die Aufnahmen der ultravioletten Photogramme in 
seinem Institut erlaubt zu haben. 


Versuchsergebnisse. 
Aus Tabelle la geht hervor, daB die Absorptionskurve des Cyan- 
methimoglobins einen sehr flachen Verlauf zeigt, an der die Stelle 








der maximalen Absorption fii aniginnpeciaasnagyieeipeicinadniin ponent 
schwer anzugeben ist, denn 20 . 
sie variiert bei den einzelnen 
‘ F ; ma fy Meth y 
Praparaten von 538 bis a a 
ib — ---- * + +01%WNa,CO, * 
544 mu. Dennoch kénnen $a — . ot 
wir im Mittelwert die Stelle 8 y- Mamarin i 
der maximalen Absorption 38" ae ae ee t 
>. = 79) 
bei 5427 mu angeben, wenn 10 

¢ 5 S \ 
wir nur bedenken, daB bei 3842) 
einer so flach verlaufenden 50 : 

r . S% / 
Kurve die genaue Angabe = ‘§ 4a ; 
g £ $ 4 / 

° ° = / 
der maximalen Absorption  § jo 7 rar, 
mit der Ungenauigkeit der > 29 tas 
Versuchsfehler spektropho- onl _ cea ee I 
tometrischer Untersuchun- oe fas 

» s~haftet is “outs 1 460 940 ¥20 ¥00 380 360 340 320 300 280 260 240 20 
gen behaftet ist. Hawrowitz}, Welenlarge 


Abb. 1 
' Haurowitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 169, 234, 1927. 
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ier in seiner Mitteilung keine ausfihrlichen Zahlenwerte angibt, fand 
das Maximum ungefahr an derselben Stelle und auch seine spezifischen 
ixtinktionskoeffizienten stimmen mit unseren Werten gut iiberein. 

Es soll noch erwahnt werden, dai die Versuchsergebnisse der Pra- 
parate la bis 1b der Tabelle La zeigen, daB wir bei den untersuchten 
Cyanverbindungen nicht mit spektrochemischen Modifikationen, je nach 
ler Menge des zugefiigten KCN, zu rechnen haben. 

Abb. 1 zeigt weiterhin, daf das in dest. Wasser bzw. in 0,1 °,igem 
Na,CO, geléste Cyanmethdmoglobin bei 424 mu ein zweites, bedeutend 
steiler verlaufendes, intensiveres Maximum autweist. 

Aus Tabelle Ib ist ersichtlich, daB die Absorptionskurve des in 
l.U- baw. 10 %igem Na,CO, gelisten Cyanmethamoglobins einen dem 
in 1,0°% igem bzw. dest.Wasser gelésten Cyanmethamoglobin ahnlichen 
Verlauf zeigt. Die Lagen der maximalen Absorptionen liegen ebenfalls 
zwischen 538 und 544 mu, also im Mittelwert bet 547 mu. Die spezi- 
fischen Extinktionskoeffizienten zeigen dagegen einen um etwa /5°, 
niedrigeren Wert. 

Wir sehen nun, da sich das Cyanmethamoglobin im allgemeinen 
ahnlich verhalt wie andere Blutfarbstoffverbindungen, z. B. Oxyhamoglobin 
(Hari!) und Kohlenoxydhamoglobin (Herzog und Sebesta*, Schénberger®). 
Die Lage der maximalen Absorption wird namlich von wechselndem py 
nicht beeinfluBt, wohl aber die Héhe der Extinktionskoeffizienten. Wenn 
wir diese Verhaltnisse naher ins Auge fassen, so sehen wir folgende Un- 
stimmigkeiten: 1. Oxyhimoglobin und Kohlenoxydhamoglobin haben in 
alkalischer Lésung héhere Extinktionskoeffizienten als in der neutralen Lésung. 
Cyanmethimoglobin weist dagegen in seiner mehr alkalischen Lésung eine 
niedrigere Extinktion auf. 2. Die Héhendifferenz bleibt bei Oxyhamoglobin 
und Kohlenoxydhimoglobin stets innerhalb 5°, bei Cyanmethimoglobin 
erreicht sie dagegen sogar 17°. 3. Aus Tabelle Ia ist ersichtlich, daB die 
geringe py-Verschiebung, die bei Oxyhamoglobin und Kohlenoxydhamo- 
globin schon den genannten Effekt hervorbringt, bei Cyanmethamoglobin 
unwirksam ist. Es sei noch erwaihnt, daB die Versuchsverhaltnisse in 
beiden Fallen nicht ganz identisch waren; im Falle des Cyanmethamoglobins 
konnte die Verbindung in neutraler Lésung iiberhaupt nicht untersucht 
werden, da ja die Lésung durch Hydrolyse des KCN alkalisch wurde. Ander- 
seits konnten Oxyhamoglobin und Kohlenoxydhamoglobin bei einem px, bei 
welchem Cyanmethamoglobin noch stabil und daher untersuchbar war, 
wegen der Zersetzung nicht untersucht und auch nicht verglichen werden. 


Die erwahnten Einzelheiten andern aber keineswegs die Tatsache. 
daB das Cyanmethdmoglobin, wie auch einige andere Blutfarbstoffe bei 
wechselndem pu gleiche Lage der Maxima und verdnderte Hohe der Ab- 
sorptionskurven zeigen. 

Aus Tabelle I] sehen wir, daB das Absorptionsmaximum der Cyan- 
Ammoniak- und Cyan-Pyridin-Parahamatine bzw. des Cyanhamatins im 


! Hari, diese Zeitschr. 95, 257, 1919. 2 Herzog u. Sebesta, ebenda 
267, 157, 1933. 3 Schénberger, |. e. 
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sichtbaren Teil des Spektrums sowohl bei geringer, als auch bei méglichs; 
groBber Ammoniak- bzw. Pyridin- bzw. NaOQH-Konzentration, an de 

selben Stelle wie beim Cyanmethamoglobin, und zwar zwischen 540 wu 

D44 mu, d.h. im Mittelwert bei 542 my liegt. Es ist also dem Cyar 

methamoglobin gegenitiber eine Differenz von 1 my vorhanden. Dies: 

Verschiebung méchten wir aber wegen des schon oben erwahnten flache: 
Verlaufs beider Kurven keine Bedeutung beimessen. Wir kénne: 
also mit vollem Recht behaupten, dab die Lage des Absor ptionsmaximuis 
der Cyanparahimatine und des Cyanhimatins im sichtbaren Teil dv. 
Spektrums dieselbe ist, wie die des Cyanmethdmoglobins. 

Abb. 1 zeigt dagegen, daB das Cyan-Ammoniak-Parahamatin in 
ultravioletten Teil des Spektrums ein dem des Cyanmethamoglobin- 
aihnliches Absorptionsspektrum aufweist. Die Lage des Maximums ist 
bei jeder der beiden Verbindungen dieselbe, und zwar 424 mu: ei 
geringer Unterschied zeigt sich nur in der Hohe der Kurven. Cya 
hiimatin hat dagegen ein durchaus abweichendes ultraviolettes Spektrur 
es zeigt sich hier namlich kein scharfer Absorptionsstreifen, sonderi 
eine diffuse Absorption zwischen 440 und 316 mu, deren Intensitaét un 
vieles geringer ist, als die des Cyanmethamoglobins und des Cyan 
parahamatins. 

Was die Zahlenwerte der spezifischen Extinktionskoeffizienten 
anbelangt, so sehen wir, dab die Werte des in méglichst wenig Ammoniak 
gelésten Cyan-Ammoniak-Parahamatins, die des Cyan-Pyridin-Para 
himatins und die des in n/1l000 NaOH gelésten Cyanhamatins cine gute 
Ubereinstimmung zeigen. Diese Ubereinstimmung kénnen wir auch 
gegeniiber dem Cyanmethamoglobin verfolgen, aber nur vis etwa 
536 mu: von dieser Stelle an zeigt sich zwischen den spezifischen 
Extinktionskoeffizienten der Cyanparahamatine und der des Cyan 
methaimoglobins eine zwar nicht bedeutungsvolle, jedoch bemerkbare 
Senkung von etwa 10°. Eine mégliche Ursache dieser Erscheinung 
kénnen wir wahrscheinlich darin erblicken, dab, wie auch aus Abb. | 
hervorgeht, das Cyan-Ammoniak-Parahamatin eine vom Cyanmetham: 
globin etwas verschiedene Absorptionshéhe im ultravioletten Teil de- 
Spektrums besitzt, und dal sich diese geringe Differenz schon im blauen 
Teil des sichtbaren Spektrums bemerkbar macht. Die Versuchsreihen 1} 
%b, aber auch Praparat 10, 11 der Tabelle IT zeigen, da®B die Erhéhung 
des px einen tiefergreifenden EinfluB auf die Zahlenwerte der spezifi 
schen Extinktionskoeffizienten ausiibt, indem sie diese erniedrigt 
Dieselbe Anderung finden wir sowohl in der Richtung, wie auch in dvi 
(‘réBenordnung bei Cyanmethamoglobin. 

Man kénnte denken, daB die spektralen Veranderungen, die durc! 
Ammoniakiiberschu8 entstehen, etwa auf die Weise zustande kommen 
daB Modifikationen mit wechselnder Molekelzahl des in Reaktion ge 
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retenen Ammoniaks entstehen. Dem widersprechen aber erstens die 
Versuche mit Cyanmethamoglobin und Cyanhamatin, bei welchem 
lieselbe Veranderung mit bloBen Anderungen des pu hervorgerufen 
wurden und zweitens die Versuche mit den Praparaten Sa und 8b der 
‘Tabelle LU, bei welchen PyridiniiberschuB, der ja keine nennenswerte 
pu-Veranderung verursacht, auch keine spektrale Veranderungen hervor- 
verufen hat. 

Wir kinnen demnach behaupten, dap die Absorptionskurven des 
(‘yanmethémoglobins bzw. einiger untersuchter Cyan parahdmatine und des 
(‘yanhdmatins im sichtharen Spektrum denselben Verlauf haben, dap dageaen 
im ultravioletten Teil die Absorptionskurven des Cyanhdmatins von denen 
des Cyanmethimoglobins und des Cyanparahdmatins verschieden sind. 

Diskussion. 

Unsere Versuche ergeben folgende Zusammenhange: 

a) Cvyanmethamoglobin, Cvanparahamatin und Cyanhamatin zeigen 
denselben Absorptionsstreifen bei 541 mu, doch fehlt dem Cyanhamatin 
der y-Streifen des Cyanmethamoglobins, des Cyanparahamatins und 
noch anderer Blutfarbstoffverbindungen: ein scharfer, auBerst dunkler 
Streifen bei etwa 420 mu. Wenn wir nun die Absorptionskurven samt- 
licher, in diesem Spektralbereich untersuchten Blutfarbstoffverbindungen 
vergleichen, so finden wir, dafB Ham, Hamin, aber auch Hamatopor- 
phyrin in dieser Gegend eine breite, weniger intensive, diffuse Absorption 
aufweisen, doch ein echtes, scharfes Maximum schwer anzugeben ist. 
Den charakteristischen y-Streifen zeigen aber alle mit Globin gekoppelten 
Blutfarbstoffe, ferner alle untersuchten Blutfarbstoffkerne, die mit einer 
stickstoffhaltigen Base gekoppelt’ sind:  namlich Hydrazin-Hamo- 
chromogen! und Cyan-Ammoniak-Parahamatin. 

Weder Ammoniak, Hydrazin, noch natives oder denaturiertes 
Globin enthalten den Streifen: der Streifen erscheint nur beim Zu- 
sammentreten der genannten Substanzen mit dem eisenhaltigen Blut- 
farbstoffkern. Es muB also der Streifen zu den Farbstoffkomponenten # 
(im weiteren Sinne des Wortes) gehéren, obzwar der eigentliche Blut- 
farbstoffkern den Streifen, wie oben erwahnt, nicht enthalt: wir miissen 
also folgern, da der y-Streifen in seiner charakteristischen, ausge pragten 
Form durch Eintreten irgendeiner stickstojfhaltigen Base in den cisen- 
haltigen Blutfarbstofikern cntsteht. Es folgt auBerdem aus obigem, dab die 
Bindung zum Blutfarbstoffkern beim komplizierten Globin prinzipiell 
auf dieselbe Weise entsteht, wie beim auBerst einfachen Ammoniak. 

Eine weitere Eigenschaft des y-Streifens laBt aber noch weitere 
Annahmen iiber die Art der Bindung vermuten. Es scheint einiger- 

1 


Heilmeyer, Medizinische Spektrophotometrie, S. 128. * Derselbe, 
l. c., 8. 63. 
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maben sicher zu sein, daB die stickstoffhaltige Base zum Koordinations- 
zentrum Eisen mit einer Nebenvalenz gebunden wird. Die auffallend 
starke, selektive Absorption, die hierdurch zustande kommt, scheint 
aber noch des weiteren anzudeuten, daB mit dem Kintritt der sticksto}/ 
haltigen Base auch ein RingschluB zustande kommen muB, indem die Base 
auch durch eine Hauptvalenz an einen anderen Teil des Blutfarbstoff 
kerns gebunden wird. Eine Moéglichkeit ist hierzu in den COOH 
Gruppen des Blutfarbstoffkerns gegeben!. Auf die Méglichkeit eines 
Ringschlusses beim Blutfarbstoff und auf dessen spektrochemische 
Folgen verwies zuerst Wallstdtter?. 

Hier méchten wir darauf hinweisen, daB unsere Untersuchungen die 
Meinung von V/és*, daB namlich Cyanmethamoglobin und Cyanhamatin 
gleich seien, durch das Auffinden spektrochemischer Unterschiede im ultra 
violetten Spektrum zwangsliufig widerlegen. 

lb) Die Zusammenhange zwischen Konstitution und +,-Streifen im 
ultravioletten Teil des Spektrums einiger Blutfarbstoffverbindungei: 
scheinen verwickelter zu sein. Der y,-Streifen des Oxyhamoglobins (ein 
tiefer liegender, weniger scharf ausgepragter Streifen bei 343 mu) wird 
mit der Doppelbindung zwischen einem Phenolkern des Globins und dem 
Blutfarbstoffkern in Zusammenhang gebracht 4. Dieser Streifen fehlt bei 
dem von uns untersuchten Cyanmethamoglobin, aber auch beim Metha- 
moglobin fehlt er, obzwar beide wahrscheinlich im Globin den_ be- 
treffenden Phenolkern enthalten. Wir méchten also diese Ansicht iiber 
das Zustandekommen des ,-Streifens nicht teilen. Wir méchten in 
diesem Zusammenhang vielmehr darauf aufmerksam machen, da} der 
,-Streifen bei den gekoppelten Blutfarbstoffverbindungen fehlt, bei 
denen das Eisen dreiwertig ist. Dabei miissen wir betonen, daB dei 
Spektralbereich, in dem der y,-Streifen liegt, bei verhaltnismabig wenigen 
Blutfarbstoffverbindungen untersucht wurde. 

Dasselbe gilt vom q-Streifen des Oxyhamoglobins® (ein Streifen bei 
275 mu), der als Reprasentant des Phenolkerns im EiweiB angesehen 
wird. Wir fanden den q-Streifen beim Cyanmethamoglobin angedeutet 
dagegen war er beim Cyan-Ammoniak-Parahamatin tiberhaupt nicht zu 
finden. Unsere Befunde sprechen also, was den q-Streifen anbelangt. 
nicht gegen die oben erwahnte Auffassung. 

c) Im sichtbaren Teil des Spektrums liegen nun die Absorptions- 
streifen sowohl des Cyanmethamoglobins, und der Cyanparahamatine. 


wie auch des Cyanhamatins an derselben Stelle und haben dieselbe 


Héhe. Bevor wir der ausfiihrlicheren Wiirdigung dieser Verhaltniss 


' Siehe dagegen Haurouitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 85, 1929 


2 Willstdtter, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 42, 3985, 1909. - 3 Vleés, 
Bull. soe. chim. biol. 2 (4), 223, 1920. 4 Heilmeyer, |. c. S. 63. 5 Der 


selbe, 1. c. S. 64. 
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nahertreten médchten, wollen wir kurz das bereits gesicherte whber- 
licken, das iiber spektrochemische Folgen bestimmter chemischer 
Anderungen am _ Blutfarbstoffkern ermittelt wurde. Drei spektro- 
hemisch wichtige Verainderungen méchten wir hier ins Auge fassen. 
|. Wechsel der Wertigkeit des Eisens. 2. Koppelung des eisenhaltigen 
Farbstoffkerns mit irgendeiner stickstoffhaltigen Base. 3. Bildung 
molekularer Additionsverbindungen mit bestimmten Substanzen, 
darunter auch mit Gasen. Diese Veranderungsmdéglichkeiten kénnen am 
Blutfarbstoffkern in verschiedenen Kombinationen ausgefiihrt werden. 

1. Sowohl Eisen If wie Eisen III enthaltende Blutfarbstoffkerne 
kénnen mit stickstoffhaltigen Basen gekoppelt werden: die Basen kénnen 
chemisch verschieden sein. Die Koppelungsprodukte sind jedoch vom 
sichtbaren Teil des Spektrums aus beurteilt, spektrochemisch homolog. 
Kine Ausnahme bildet hier das native Globin, dessen Koppelungs- 
produkt, das Hamoglobin, von dem entsprechenden Hamochromoger 
spektroskopisch verschieden ist. Das spektrochemische Ergebnis der 
Koppelung mit einer stickstoffhaltigen Base ist also unabhangig davon, 
welche Wertigkeit das Eisen besitzt und ob der Blutfarbstoffkern schon 
in einem Molekelverband steht oder nicht, da immer nur derselbe 
»-Streifen entsteht. 

2. Die Molekelverbindungen bildenden Substanzen CO, CN 
usw. verbinden sich, je nach der Natur der betreffenden Substanz, 
entweder mit Eisen II oder mit Eisen III enthaltendem Blutfarbstoff- 
kern. Eine Ausnahme bildet Cyan, das sowohl mit Eisen II, wie mit 
Kisen II] unter Bildung verschiedener Spektra in Verbindung tritt’. 

3. Die unter 2. erwahnten Substanzen verbinden sich sowohl mit stick- 
stoffhaltigen Basen mit gekoppelten wie mit ungekoppelten zwei- oder 
dreiwertiges Eisen enthaltenden Blutfarbstoffkernen. Spektrochemisch 
ist es nicht gleichgiltig, ob der Eisen IL enthaltende Blutfarbstoffkern, 
mit dem sich CO usw. bindet, schon mit einer stickstoffhaltigen Base ge- 
koppelt ist oder nicht, denn CO gibt z. B. mit Ham und Hamochromogen 
im sichtbaren Teil des Spektrums verschiedene Spektra. Dagegen ist 
der spektrale Befund im Falle des Eisen II] enthaltenden Hamatins von 
der Koppelung des Blutfarbstoffkerns mit irgendeiner stickstoffhaltigen 
Base durchaus unabhangig, denn Cyanhamatin und Cyanmeth4- 
moglobin bzw. Cyanparahamatin sind im sichtbaren Gebiet des Spektrums 
identisch. 

Zusammenfassend also kann man feststellen: im Falle des drei- 
wertiges Eisen enthaltenden Blutfarbstoffkerns entstehen die spektralen 
Anderungen additiv, d. h. bei Verbindung des Blutfarbstoffkerns etwa 
mit Cyan entsteht ein bestimmter Streifen: bei Verbindung mit einer 


1 Demniachst mitzuteilende Versuche von A. Dénes. 
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stickstoffhaltigen Base tritt der y-Streifen hinzu. Beim zweiwertige- 
Kisen enthaltenden Blutfarbstoffkern ergibt die Koppelung mit ein 
stickstoffhaltigen Base denselben Effekt, namlich den y-Streifen, doc} 


4 


verandert die Tatsache der Koppelung das spektrale Verhalten gegen 
liber einer weiteren Addition, wie etwa mit CO. 

Es wird uns dem Verstaéndnis der oben angefiihrten Tatsache: 
naher bringen, wenn wir die Valenzverteilung des Eisens im Blut 


farbstoffkern ins Auge fassen. Es wird, wie bekannt, angenommen, daj; 


das Hamin einen Komplex darstellt, in dem das Koordinationszentrun 
das Eisen ist, mit der Koordinationszahl sechs. Kine Koordinations- 
stelle wird durch das Chlor, vier durch die mit dem Porphyrinkern 
zusammengehenden vier Stickstoffatomen besetzt. Eine Koordinations 
stelle bleibt also unbesetzt, daher die ziemlich grobe Reaktionsfahigkeit 
des Hamins bzw. Hamatins. Chlor wird durch eine Hauptvalenz de- 
Kisens gebunden, die beiden anderen Hauptvalenzen sind an Stickstoff 
atome geknipft. Cyan tritt an Stelle des Chlors, ist also an eine Haupt- 
valenz gebunden. Die noch immer restliche Koordinationsstelle kann 
durch irgendeine stickstoffhaltige Base abgesattigt werden. Im Han 
dagegen besitzt der Komplex mangels der dritten Hauptvalenz 
des Eisens nicht die Fahigkeit, an einer Hauptvalenz zu addieren 
denn die beiden Hauptvalenzen sind auch hier an zwei Stickstoffatome 
gebunden. Da aber auch das zweiwertige Eisen die Koordinationszah| 
sechs aufweist, bleiben zwei freie Koordinationsstellen, allerdings Neben- 
valenzen, zur Verfiigung. Das einwirkende CO wird also an eine Neben- 
valenz gebunden. Wenn nun die iibrigbleibende Nebenvalenz durch 
eine stickstoffhaltige Base gesattigt wird, so haben wir gleichzeitig zwei 
Anderungen an Nebenvalenzen durchgefiihrt. Es ergibt sich also, dats 
parallel mit dem spektrochemischen Verhalten die stickstofthaltige Bas: 
immer durch Nebenvalenz gebunden wird, dagegen erfolgen die weiteren 
Additionen beim zweiwertigen Eisen durch Nebenvalenz, beim dreiwertigen 
aber durch eine Hauptvalenz. Wenn wir nun weiter noch annehmen, dab 
zwei Additionen am Blutfarbstoffkern spektrochemisch nur’ dann einfach 
additiv wirken, wenn die eine durch eine Hauptvalenz des Eisens, di: 
andere durch Nebenvalenz desselben  stattfindet, sich aber beeinflussen 
konnen, wenn beide gleichzeitig durch Nebenvalenzbindung zustande kommen 
so kénnen wir die unter 3. beschriebenen Tatsachen am besten mit 
unserem Wissen iiber die Konstitution des Blutfarbstoffes in Einkiang 
bringen. 

d) Wir fanden ferner, daB sich die Absorptionshéhe bei gleich- 
bleibender Lage der maximalen Absorption im sichtbaren Gebiet des 
Spektrums mit Anderung des pu der Losung stark andert. Eine pu- 
Anderung an Blutfarbstoffverbindungen kann dreierlei Folgen haben: 
1. Kleine, kaum me8bare Absorptionssteigerungen beim Uberschreiten 
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's Neutralpunktes, wie im Falle des Oxyhamoglobins und Kohlenoxyd- 
imoglobins bewiesen wurde; 2. Starke Absorptionsverminderungen 
it gleichbleibender Lage des Absorptionsmaximums bei steigendem 
und 3. Verschwinden eines Maximums mit Erscheinen anderer, wie 
ei Methamoglobin, Hamin und Hamatoporphyrin. Da auch Hamato- 
porphyrin spektrochemisch vom px abhangig ist. méchten wir darauf 
hinweisen, daB diese Eigenschaft mit dem Pyrrolkern des Blutfarb- 
.toffkerns im Zusammenhang zu stehen scheint. 

e) Im AnschluB an unsere unter c) angegebenen Eroérterungen 
méchten wir noch einige Vermutungen iiber das Oxvhamoglobin auBern. 
Oxyhamoglobin weicht, wie schon erwahnt, von der homologen Reihe ab, 
aber auch das O, nimmt eine Sonderstellung unter den additionsfahigen 
Verbindungen ein, da es sich ausschlieBlich mit dem mit einer stickstoff- 
haltigen Base, insbesondere mit nativem Globin gekoppelten Blutfarb- 
stoffkern bindet. Wir miissen also annehmen, dal} das native Globin 
i.uBer der mit Ammoniak vertretbaren und den y-Streifen verursachenden 
Gruppe noch eine andere enthalt, derzufolge das sichtbare Spektrum von 
lemjenigen der homologen abweicht und welche den Blutfarbstoffkern 
zur Aufnahme befahigt, oder aber mit dem Blutfarbstoffkern zusammen 
diese Bindung erméglicht. Dabei besteht durchaus die Méglichkeit, daB 
vine Atomgruppe des Globins die Abweichung vom spektrochemischen 
Homologon und die Q,-Bindungsméglichkeit mit sich bringt 


Zusammenfassung. 


Es wurde gezeigt: 1. daB Cyanmethamoglobin, Cyan-Ammoniak- 
Parahimatin, Cyan-Pyridin-Parahamatin und Cyanhamatin im sicht- 
baren Spektrum denselben Verlauf haben mit einem Absorptions- 
maximum bei 541 mu. 

2. Cyanmethamoglobin und Cyanparahamatin zeigen im_ultra- 
violetten Teil des Spektrums bei 424 mu einen scharfen, intensiven 
Streifen, welcher beim Cyanhamatin fehlt. 

3. Das Erhéhen der Alkalitat erniedrigt die spezifischen Extink 
tionen im sichtbaren Gebiet des Spektrums um 15°). 

4. Es wurde schlieBlich versucht, einige spektrochemische Eigen 
schaften der Blutfarbstoffverbindungen mit deren Konstitution in 
Zusammenhang zu _ bringen. 














Uber den Schwefelgehalt des Haimoglobins, 
mit besonderer Beriicksichtigung der Blutgruppen. 
Von 
(ieorg Balassa. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitit 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 1. November 1935.) 


Aus den Untersuchungen von Valér!, Kaiser?, Timar3, Simonovits 
und Balassa* ist bekannt, daB verschiedene Individuen derselben 
Tierart (Hund, Pferd) verschiedene Hamoglobine besitzen, wie es aus den 
Bestimmungen des Schwefelgehalts bzw. der optischen Aktivitat hervo: 
geht. Die oben genannten Autoren konnten namlich nachweisen, dal 
Hunde nach dem Schwefelgehalt ihres Hamoglobins in vier, Pferde in 
zwei Gruppen geteilt werden kinnen. Aus den Blutgruppenbestimmungen 
ist anderseits bekannt, daB beim Pferde ahnliche Blutgruppen 0, Aund B 
vorhanden sind wie beim Menschen. Aus den Untersuchungen von 
Schiitz und Wéllisch®, Dold und Rosenberg ® wissen wir, daB Hamoglobin 
lésungen mit Blutserum fallbar sind. Nicht jede Hamoglobinlésung zeigt 
jedoch diese Eigenschaft; die Autoren fiihrten diese Erscheinung auf 
Verunreinigung des Hamoglobins zuriick. Auf Grund dieser Befunde 
tauchte die Frage auf, ob ein Zusammenhang zwischen den Blutgruppen 
verschiedener Individuen und dem Schwefelgehalt des Hamoglobins 
vorhanden ist. 

Versuchsmethodik. 

Da die Blutgruppenbestimmungen beim Menschen am einfachsten sind, 
fiihrte ich meine Versuche mit Menschenblut aus. 

Die Bestimmungen der Blutgruppen erfolgte mit der iiblichen Technik *. 
0,2 bis 0,4cem Blutkérperchenbrei wurde mit 10¢ccm_ physiologische: 
NaCl-Lésung verdiinnt und 0,2 cem dieser Suspension mit 0,1 cem Test 
serum’ und 0,1 cem physiologischer NaCl-Lésung in einem kleinen Reagens 
glaschen zusammengebracht. Die Reagensglaschen wurden eine halbe Stunde 
lang bei 37°C aufbewahrt und die Agglutination abgelesen; dann wurden 
sie bei Zimmertemperatur stehengelassen und nach 12 Stunden noch einma! 
abgelesen. Die Ablesung erfolgte makroskopisch nach maB®igem Schiitteln 
des Sediments. Die negativ ausfallenden Proben kontrollierte ich auch 
mikroskopisch, doch auch so konnte keine Agglutination nachgewiesen 
werden. Zu jeder Versuchsreihe wurden einige Kontrollen mit physiolog 
NaCl-Lésung bereitet, die aber immer klar blieben. 


Diese Zeitschr. 190, 444, 1927. 2 Ebenda 192, 58, 1927. — ? Ebenda 
202, 365, 1928. — 4 Ebenda 281, 186, 1935. 5 Klin. Wochenschr. 3, 1614. 
1924. 6 Ebenda 7, 394, 1928. 7 Witebsky in Ascher-Spiros ,,Ergebn 
d. Physiol.‘ 84, 271. —- § Das benutzte Serum wurde mir von Herrn Doz 
B. Kanyo zur Verfiigung gestellt, wofiir ich ihm hier danke. 
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Schwefelgehalt des Hamoglobins. 2a 

Die Schwefelbestimmungen wurden mit der von Aszédi! modifizierten 

umann-Meinertzschen Methode ausgefiihrt. Der von Asz6di angegebenen 
Arbeitsvorschrift méchte ich folgendes zufiigen: 1. Um kleine Unterschiede 
n Schwefelgehalt wahrnehmen zu kénnen, mul} die zu untersuchende 
Substanz fein gepulvert werden. Ohne diesen Vorgang sind die Ergebnisse 
trotz der oft sehr gut stimmenden Parallelanalysen stets zu niedrig. 2. Man 
muB in der ersten Stunde der Erhitzung sehr aufmerksam arbeiten, da die 
Substanz oft verpufft, oder im besten Falle aus den zugedeckten Nickel- 
tiegeln Rauchentwicklung stattfinden kann. Die Ursache dieser Erscheinung 
ist die groBe Menge des angewendeten Hamoglobins. Kontrollversuche mit 
Cystin (an einigen Milligrammen ausgefiihrt) zeigten diese Erscheinung 
nicht. Im Laufe der Versuche konnte ich beobachten, dal das oben erwdhnte 
Rauchen nur selten vorkommt, also der OxydationsprozeB ganz einwandfret 
vor sich geht, wenn das feingepulverte Hamoglobin im Nickeltiegel mit der vor- 
wschriebenen Menge Kalium-Natriumcarbonat einige Stunden (in der Regel 
jiher Nacht) steht. 

3ei der Darstellung des menschlichen Hiamoglobins tauchten Schwierig- 
keiten auf. Es standen namlich haufig nur kleine Blutmengen zur Ver- 
fiigung und die einzige Methode, mit welcher man kristallisiertes Menschen- 
himoglobin erhalten kann, die von Aszdédi? beschrieben wurde gibt keine 
vroBe Ausbeute, bietet ziemliche Schwierigkeiten und ist langwierig. Daher 
versuchte ich mit amorphem Hamoglobin zu arbeiten. Um zu entscheiden, 
ob das amorphe Priaparat chemisch rein war, waren vergleichende Unter- 
suchungen der amorphen und der kristallinischen Form desselben Hamo- 
globins nétig. Zu diesen Untersuchungen schien das Rinderhamoglobin 
vorziiglich geeignet zu sein, weil es bei dieser Tiergattung nur eine Art 
Hamoglobin (beziiglich des Schwefelgehalts) gibt. 

Die Blutkérperchen wurden mit derselben Menge physiol. NaCl-Lésung 
durch wiederholtes Zentrifugieren solange gewaschen, bis das Waschwasser, 
mit Sulfosalicylsiure keine Spuren von Eiweifi aufwies; dies war 
ei Menschenblut nach vier, 
bei Rinderblut nach _ fiinf Tabelle I. 

Waschungen der Fall. Die ge- 





waschenen Blutkérperchen wur- ~~ SS O30, S-Gehalt 
den mit dem halben Volumen Priiparats g g %p 
Ather nach der Methode von 

Willstdtter und Pollinger® hamo- I 0.5980 0,0226 0,52 
lysiert, zweimal abzentrifugiert 06254 0.0239 0,52 
und aut diese Weise vollstandig 2 0.8322 0,0292 0,48 
vom Stroma befreit; in den 0,5916 0,0191 0,51 
Zentrifugenréhrehen wird dann 0,4040 0,0147 0,90 
Alkohol zugegeben, !/, Stunde Mittelwert: 0,506 
im  Eisschrank  aufbewahrt, 


zentrifugiert, mit dest. Wasser zweimal gewaschen, getrocknet, fein ge- 
pulvert und im Brutschrank bei 105° C bis zur Gewichtskonstanz aut- 
bewahrt. 

Tabelle I enthalt die Ergebnisse der Schwefelbestimmungen an so 
erhaltenem Rinderhamoglobin. 


1 Diese Zeitschr. 252, 387, 1932. 2 Ebenda 252, 219, 1932. - 
 Zeitsehr. f. physiol. Chem. 180, 281, 1923. 
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Aus der Tabelle I geht hervor, daB der Schwefelgehalt des amorphé 
Rinderhdmoglobins von 0,566% mit dem an kristallisierten (Simonovits und 


Balassa, |. c.) erhaltenen von 0,507 % 


4, vorziiglich tibereinstimme. 


Versuchsergebnisse. 


Das Menschenblut wurde mir von der III. Abteilung fiir innere Medizin 
des Krankenhauses ,,Szent Istvan‘: zur Verfiigung gestellt. Das Blut wurde 
in der Regel Hypertonikern, Apoplektikern, Nepbrosklerotikern ent 
nommen und seine Menge betrug 100 bis 250 cem. Anfangs defibrinierte ic! 
das Blut, doch wurde spiaiter wegen des Auftretens einer geringfiigigen 
Hamolyse davon Abstand genommen und der gréBte Teil der Unte: 
suchungen mit Oxalat- oder Citratblut ausgefiihrt. Die Blutgruppen 
bestimmungen wurden 1 Stunde nach der Blutentnahme vorgenommen 
Aus dem Blute wurde dann das Hamoglobin dargestellt und nach Trocknen 
fiihrte ich die Schwefelbestimmungen aus. Die Resultate dieser Versuche 
enthalt Tabelle II. 


Aus der Tabelle II ist zu ersehen, daB erstens die erhaltenen Schwefel- 
mittelwerte in zwei Gruppen zerfallen; die eine Gruppe enthalt Werte von 


Tabelle II. 








Abge- Abge- 
Nummer aganna| aefun- pa Nummer yy, genes | Gefun- see 
des pi denes S-Ge- | Blut- des oo denes S-Ge- | Blut 
Priipa- |) globin  BaSOg halt gruppe | Prapa- globin | BaSO, halt | grupp: 
rates rates sa 
g g Jo g j g Oly 
1 0,7290 0,0331 0,62 0 11 0.7626  0,0338 | 0,61 0 
0,6632  0,0303 0,63 0.5542  0,0253 0,68 
0,6046 0,0272 0,61 0.5421 0,0249 0,63 
0.4162 0,0197 0,61 0.623 
0,617 12 | 0.6458 0,0277 0,59 0 
0.5982 0.0277 0,63 
2  0,5630 0,0241 0,59 0 0,5902  0,0268 0,62 
0,5578 0,0246 0,61 0,5688 0,0259 0,62 
0.5440 0,0250 0,63 0,4840  0,0202 0,57 
0.3004 0.0135 0,62 0,611 
0,612 15 0.7062 0.0320 0,62 0 
0.6290 0.0292 0,64 
7 0.6534 0.0295 0.62 0 0,5276 0,0230 0,60 
0.6016 | 0.0256 0,60 0,620 
0,5940 00,0251 0,58 17 | 0,5718 0,0250 0,60 0 
0.5916 0.0255 0,59 
0.5876 0.0273 0,64 19 || 0,9040 0.0408 0,62 0) 
0.5082 0,0219 0,59 || 0.7660 0,0348 0,62 
0.603 0,6140 0.0289 0,65 
0.5818 0.0242 0.57 
10 | 0,7227 0,0307 0,59 0 0,615 
0.7102 0.0310 0,60 23 0.6952 | 0,0331 0,65 0 
0.6088 | 0.0268 0,60 0.5982 0.0269 0,62 
0.5770 | 0,0238 0,57 0.5742 0.0258 0,62 
0.5120 0,0234 0,63 0,53858  0,0228 | 0,60 
0,598 0,622 
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Schwefelgehalt des Hamoglobins. 225 


Tabelle II (Fortsetzung). 





re- Abge- : 
Nummer _—. Gefun- bce Nummer A Gefun- Ge 
s Himo- | denes | S-“C- | Blut- des Himo- | denes ‘OC Blut- 
ripa- globin BasO, halt gruppe Priipa- globin BaSO, 1a gruppe 
ates 0 rates . 
g g 9 g g 
95 0.7154 0.03828 , 0,63 0 5 1.0212 0.0482 0,65 Bb 
0.6398 0,0298 0,64 0.6646 0.0331 0.68 
0.6324 0.0269 0,59 0.5598 0.0255 0,64 
0.5350 0.0240 0.62 0.657 
0.5284 0,0226 0,59 
0.614 6 1.0776 0,9514 0,65 B 
: 06ll 0.6350 0.0806 0,66 
Gesamtmittel 6 05435 0.0272 | 0.68 
4 0.7543 0,0321 0,66 A 0.5071  0,0260 | 0,70 
0.5378 0.0259 0,66 0.672 
0.4656 0.0223 0,66 acnieall 
0,2532 | 0,0126 0,68 9 | 0.6506 0.0306 | 0,65 B 
0,665 0.6178 0.0298 0,66 
13 0.6412 0,0317 0,68 A 0,655 
0,6260 0,0296 0,65 hes ie m 
0.5526 0.0277 0.69 18 | 0,7122  0,0347 | 0,67 B 
0&7 0.5062 0.0246 0.67 
‘etd 0.4218 0.0202 0,66 
20 0.7219 0,0342 0,65 A 0.666 
0.6800 0.0315. 0.64 = : ‘a 
0.6196 0.0304 0,67 22 0.9270 0,0438 | 0,65 B 
0.6158 0.0300 0.67 0.6248 0.0301 0,66 
0.5326 0.0263 0.68 0.5190 0.0240. 0.64 
0.660 0.650 
34. «0.7794» :0.0331 0.66 A 26 = 00,7464 0.0347 0,64 B 
0.6810 0.0351 0,71 0.5176 0.0259 0,66 
0.5050 0.0243 0.66 0.650 
0,677 Gesamtmittel 0,662 





0.57 bis 0,64°,, mit dem Gesamtmittel von 0,611°,, und eine Schwankung 
der Mittelwerte bei den einzelnen Praparaten von 0,598 bis 0.623%: dt 
Kinzelanalysen der zweiten Gruppe schwanken zwischen 0,64 bis 0,71 % 
mit dem Mittelwert 0,662°,, die Mittelwerte der einzelnen Praparate 
schwanken zwischen 0,650 bis 0,677 °. DaB die so erhaltenen Werte der 


oO: 


beiden Gruppen nicht als Analysenfehler angesehen werden kénnen, 
folgt aus der Berechnung des mittleren Fehlers des Gesamtmittelwertes 
und der einzelnen Analysen. 


Sind namlich n gleichwertige Versuche durchgefiihrt, von denen jeder 
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226 G. Balassa: 


diese Gleichungen fiir unseren Fall anwenden, so ist der mittlere Feh 
fiir die Mittelwerte + 0,003 und fiir die Einzelversuche +. 0,02 %. 

Der Mittelwert der von mir erhaltenen beiden Gruppen von 0,636 
steht mit dem von Aszdi erhaltenen (I. c.) 0,65 % in guterUbereinstimmuny 
Der von Haurowitz' erhaltene Wert 0,44°, ist zu niedrig. In letzter Z: 
untersuchten den Schwefelgehalt des Himoglobins Vickery*, der fiir Pferide 
0,39°% und Roche-Jeanne*, die fiir menschliches Globin 0,71 %, fiir Pfe: 
0,52°, und fiir Rinder 0,52 °% fanden. Die letztgenannten Autoren bea! 
sichtigten, angeregt von den Arbeiten von Valér, Timar, Kaiser und Aszi/i, 
auch individuelle Unterschiede bei derselben Tierart nachzuweisen. Six 
fanden unregelmaBige Schwankungen, doch kann man die Existenz mehrerer 
Hamoglobine bei derselben Tierart auf Grund ihrer Analysen nicht annehmen 
Wenn wir 4%, also den auf die eisenhaltige Gruppe entfallenden Ante! 
des Hamoglobinmolekiils von ihren Werten abziehen, so zeigen ihre Mittel 
werte fiir Menschenhimoglobin 0,68 % fiir Pferde und fiir Rinder 0,50 ° 
Diese Zahlen ergeben eine sehr befriedigende Ubereinstimmung mit dem von 
mir fiir Menschen (0,662 %) und von Simonovits und Balassa fiir Pferde und 
Rinder (0,49 und 0,51) erhaltenen, wenn wir nur diejenigen Analysen. 
welche héhere Schwefelwerte liefern, in Betracht ziehen. Das Ergebnis 
Vickerys (0,39, fiir Pferde) liegt unserer zweiten, weniger Schwefel ent 
haltenden Gruppe (0,439) niher. Ob der Grund dieser verschiedenen 
Ergebnisse der genannten Autoren in systematischen Fehlern der Analysen, 
in den Rassenunterschieden der Pferde, oder in der kleineren Zahl dei 
Analysen zu suchen ist, bleibt dahingestellt. Ein Zusammenhang mit de: 
Rasse scheint als unwahrscheinlich, da, wie spater dargestellt wird, dies mit 
einer sehr groBen Verschiebung der Blutgruppenverteilung zusammen 
hangen wiirde. 


Es folgt auch zweitens aus der Tabelle Il, daB mit Hilfe der mit 
geteilten Schwefelwerte 0,662 bzw. 0,611°, die Hamoglobinmeng: 
berechnet werden kann, welche ganzzahlige Atome Eisen und Schwet 


100. Atomgewicht des Schwefels 
enthalt. Der Bruch caer gibt di 
g-°% Schwefel in der Analysensubstanz 


Menge Haémoglobin an, welche ein Atom Schwefel enthalt. So erhalten 
wir bei einem Schwefelgehalt von 0,662 °% ein Molekulargewicht 5237 
bzw. bei einem Schwefelgehalt von 0,611 % 4834. Es ist aus den zal! 


reichen, gut tibereinstimmenden Daten der Literatur bekannt, dab dic 


Hamoglobinmenge in der ein Atom Eisen vorhanden ist 17000 betray: 
Das kleinste, gemeinsame ganzzahlige Mehrfache der obigen Zahlen uni 
17000 gibt das berechnete Mindestmolargewicht des Haimoglobins a: 
So erhalten wir fiir die Gruppe mit 0,611°% Schwefel einen Wert vv 


68000, also das Verhdltnis Fe,S,, und fiir die Gruppe mit 0,662% Schwes:! 


einen Wert von 34000, also das Verhiltnis Fe,S, bzw. (zwecks besse: 
Ubersicht auf 68000 umgerechnet) Fe,S,,. 

Man kann drittens aus Tabelle I] auch einen Zusammenhang 
zwischen dem Schwefelgehalt des Hamoglobins und den Rezeptoren «: 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 136, 141, 1930. 2 Proc. Soc. expe! 
Biol. a. Med. 31, 6, 1933. — * C.r. Soc. Biol. 118, No. 2, 174, 1935. 
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Schwefelgehalt des Hamogk »bins. cual 


Blutkérperchen annehmen. Diejenigen Blutkdrperchen, welche den 
kezeptor A bzw. B enthalten, haben einen Schwefelgehalt im Mittel von 
1.662% und ein berechnetes Mindestmolekulargewicht von 34000 diejenigen 
Blutkérperchen, welche zur Gruppe 0 gehdren, also nicht isoagglutinabel 
sind, zeigen einen Schwefelgehalt von 0.611%, und ein Mindestmolekular- 
wwicht von 68000. 

Da in der Literatur Daten tiber den Schwefelgehalt des Hamoglobins 


verschiedener Tierarten (Rind, Pferd) und auch solche iiber die Blut- 
gruppen dieser Tiere vorhanden sind, scheint es mir von Interesse zu sein, 
den Schwefelgehalt des Hamoglobins dieser Tiere mit ihren Blutgruppen 
zis vergleichen. =Landsteiner!, Schiff-Addelsberger*,  Bialosuknia- 
Kackowsky8, Witebsky4, Komiya® u.a. zeigten durch Darstellung von 
Immunagglutininen, daB eine A-Gemeinschaft beim Menschen, Rindern 
und Schweinen vorhanden ist. Die Isoagglutinationsversuche von 
Sz:ymanowsky, Stetkiewicz und Wachler® zeigten, daB bei Rindern Ao, 0x, 00 
Blutgruppen vorkommen. Der Nachweis dieser drei Gruppen gelang 
auch Usuelli?, der jedoch zeigte, daB bei bestimmten Rinderrassen nur 
cine dieser Gruppen vorkommt. Das berechnete Mindestmolekular- 
gewicht des Rinderhamoglobins betragt nach Simonovits und Balassa 
32000, stimmt also mit der Gruppe A bzw. B des Menschen iiberein. 
Nach Untersuchungen von Hirszfeld und Przemsky§, Schwarz®, Schermer 
haben Pferde dieselben Blutgruppen wie der Mensch, nach den Schwefel- 
bestimmungen sind auch hier zwei verschiedene Hamoglobine vorhanden 
mit dem Mindestmolekulargewicht von 33000 und 67000 (Simonovits 
und Balassa, |. ¢). 

Kine zusammenfassende Darstellung dieser Zusammenhange zwischen 
Schwefelgehalt, berechnetem Mindestmolekulargewicht und Blut- 
gruppenmerkmalen gibt Tabelle ILI. 


Tabelle III. 





Das Verhiltnis 


Sehwfeebalt | Minder onder Fen Stal das | Reneptore 
Haimoglobins __ aus dem aus S- und Fe- ‘wiahd 68.000 Blatkér aaa 
in Fp Schwefelgehalt Gehalt ausgerechnet if 
Mensch 0,611 5237 68 000 Feg Sys 0 
” 0,662 4834 34 000 Keg Si, A bezw. B 
Pferd 0,432 7442 67 000 Fey Sy \ Wie beim 
F 0,492 6531 33 000 Fe, Syo | Menschen 
Rind 0,507 6311 32 000 Fe, Syo A 
1 J. of exper. Med. 41, Nr. 3, 1925; 42, Nr. 2, 1925. — ? Zeitschr. f. 
Immun. u. exper. Ther. 40, 335, 1924. 3 J. of Immunol. 9, 6, 1924. — 
' Zeitschr. f. Immun. u. exper. Ther. 49, 1, 1927. — ® Ebenda 67, 319, 1930. 
6 C. r. Soe. Biol. 94, 204, 1926; 95, 932, 1926. —- 7 Bull. Ist. Sieroter. 
Milan. 10, 260, 1931. — * Przeglad epid. 1923. — * Zeitschr. f. Immun. 


u. exper. Ther. 48, Heft 1, 1926. — 1° Ebenda 58, 130, 1928; 67, 497, 1930. 

















228 G. Balassa. 


Ks kann also mit einer groBen Wahrscheinlichkeit angenommen 
werden, dal bet den besprochenen Tierarten Hamoglobin mit einem aus 
dem Fe- und S-Gehalt berechneten Mindestmolekulargewicht von 32000 bis 
34000 in den Blutkorperchen vorhanden ist, welche A- baw. B-Rezeptor:y 
enthalten, also isohtimagglutinabel sind ; Hamoglobin mit einem auf dhnliche 
Weise berechneten Molekulargewicht von 67 000 bis 68000 kommt in nicht 
isoagglutinablen Blutkérperchen vor, also in solchen, die nach Landsteiners 
Nomenklatur der Gruppe 0 angehdren. 

Wie aus Tabelle III hervorgeht, kann eine parallele Untersuchuny 
der Isohamagglutinationseigenschaften und des Schwefelgehalts des 
Hamoglobins zur Aufklarung der sonst schwer faBbaren Blutgruppen 
einteilung der ‘Tiere dienen. 


Zusammenfassung. 


1. Es konnte auf Grund des Schwefelgehalts gezeigt werden, dal} 
beim Menschen zwei verschiedene Arten Hamoglobin vorkommen 
Manche Individuen enthalten Hamoglobin mit 0,611 °,, andere hingegen 
mit 0,662 °% Schwefel. 

2. Das aus 0,611 ° Schwefel berechnete Mindestmolekulargewicht 
ist 68000 entspricht also dem Verhaltnis Fe,S,3, aus 0,662 °% Schwefel 
34000 entsprechend umgerechnet auf 68000 dem Verhaltnis Fe,S,, 

3. Menschen mit der Blutgruppe A bzw. B enthalten Hamoglobin 
mit 0,662 °, Schwefel, die mit der Gruppe 0 Hamoglobin mit 0,611 °,, 
Schwefel. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung von Herrn 
Priv.-Doz. Z. Aszédi ausgefiihrt. 
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Primirer, aliphatischer Aminostickstoffgehalt des Oxyhimo- 
globins verschiedener Tierarten. 
Von 
Karl Gergely. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat, 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 2. November 1935.) 


Das Oxyhamoglobin verschiedener Tierarten wurde schon nach sehr 
vielen verschiedenen Gesichtspunkten hin auf Grund seiner physikalischen 
und chemischen Kigenschaften untersucht. Aus diesen Untersuchungen 
ergab sich, daB diese Oxyhamoglobine verschiedene physikalische 
Kigenschaften und verschiedene chemische Zusammensetzung aufweisen. 
Solche Unterschiede wurden festgestellt im Schwefelgehalt [ Valér (1), 
Kaiser (2), Timér (3)|, in Sauerstoffdissoziationskurven — [ Macela- 
Seliskar (4)], in der optischen Aktivitat [Simonovits (5)| und in der Licht- 
brechung |Schdnberger (6)|. Diese Resultate regten zur Untersuchung 
des Aminostickstoffs an, um vielleicht auf diesem Wege einen neuen 
Kinblick in den komplizierten Bau der Oxyhamoglobine gewinnen zu 
konnen. 

Methodik der Versuche. 


Zu den Versuchen wurde Pferde-, Rinder- und Hundehaimoglobin ver- 
wendet. Die Herstellung des Pferdehaimoglobins erfolgte nach der Methode 
von Willstdétter und Pollinger, die des Hundehimoglobins nach Hoppe- 
Seyler. Das Rinderhimoglobin wurde ebenfalls nach Willstdtter und Pollinger 
hergestellt, doch verwendete ich zur besseren Abscheidung der Stromata die 
von Simonovits empfohlene Modifikation, die darin besteht, daB '/,) bis 
|, Volumen dest. Wassers zum Atherhimolysat zugesetzt wird. Aus der so 
erhaltenen Hamoglobinlésung kristallisierte ich das Hamoglobin durch 
Zusatz von Alkohol aus. Dieses Auskristallisieren wiederholte ich in den 
meisten Fallen einige Male (bis zu fiinfmal), um auf diese Weise etwaige 
Verunreinigungen zu entfernen. Zu den Untersuchungen verwendete ich 
die Hamoglobinkristalle in frisehem, noch feuchtem Zustande. Gleich- 
zeitig fiihrte ich zur Feststellung der Konzentration Bestimmungen des 
Trockengewichts aus. Ich léste dann die Hamoglobinkristalle sorgfaltig 
und setzte so viel konz. Salzsiure (spez. Gew. 1,19) zu, daB die 
Losung ungefaihr 20° ig wurde. Das GefifS wurde mit einem RiickfluB- 
kithler versehen und dann wurde 12 Stunden im Wasserbad hydrolysiert. 
Danach entnahm ich eine gewisse Menge zu den Untersuchungen. Den 
Rest unterwarf ich einer neuerlichen, sechsstiindigen Hydrolyse und 
bestimmte auch in diesem Hydrolysat den Gehalt an Aminostickstoff. Diese 
nach der zweiten Hydrolyse erhaltenen Werte stimmten immer mit denen 
nach der ersten iiberein, ein Beweis dafiir, da die Hydrolyse nach 
12 Stunden vollkommen vollzogen war. Die zu den Versuchen ent- 
nommenen Hamoglobinmengen neutralisierte ich mit 30°,iger Natronlauge 
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unter Verwendung von Lackmuspapier als Indikator. Den Aminostick 
stoffgehalt der so erhaltenen L6sung bestimmte ich nach der von Dona! 
D. van Slyke angegebenen Methode. 


Versuchsergebnisse. 

Acht Pferde-, drei Hunde- und zwei Rinderblutpraparate wurde: 
zu den Versuchen verwendet. Diese Priparate wurden mehrmals um 
kristallisiert, so z. B. das dritte und das sechste Pferdeblutpraparat 
vier- bzw. fiinfmal. 

Die Resultate der Untersuchungen an diesen Praparaten war e1 
folgende: 

Tabelle I. 





Aminostickstoffgehalt des Oo- 
Hamoglobins nach 


Nummer n-te 


des Tierart Kristallisation ie 1 stiindiger 18 stiindiger Mittel wert 
Priiparates Hydrolyse Hydrolyse 

I Pferd 3 12,59 12,56 12,57 
2 2 12,41 12.67 12,54 
5 1 12,55 12,64 12,59 
5 Z 12,58 12,53 12,55 
6 ‘ 1 12,31 12,30 12,30 
6 2 12,22 - 12,22 
6 2 12,80 12,75 12,77 
6 4 12,48 12,54 12,51 
6 . 5 12,57 12,60 12,58 
7 ” 2 12,34 12,42 12,38 
8 3 12.35 12,34 12,34 
8 4 12.61 12,32 12,47 

Gesamtmittel : 12,48 
3 Pferd 1 11,97 12,00 11,98 
3 2 11,91 11,90 11,90 
3 3 11,92 11,97 11,95 
s . 4 11,87 12,00 11.93 
4 1 11.91 12,14 12,02 
4 i 2 12,00 12,20 12,10 

Gesamtmittel: 11,96 
1 Rind 1 13,20 13,43 13,32 
2 - l 12.85 13,39 13,15 
3 mh 1 13,31 13,42 13.36 

Gesamtmittel: 13,28 
1 Hund 1 12,85 13.35 13,10 
1 - 2 13,29 13,13 13.21 
2 1 13,21 13,19 13,20 
2 ‘ 2 13,21 13,32 13,26 

Gesamtmittel : 13,14 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, bewegt sich der Aminostickstoff- 
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gehalt des Pferdeoxyhamoglobins in den meisten Fallen um 12,5°%). 
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Diese Resultate stimmen mit denen Duces (7) wberein, wahrend Polia- 
mw (8) kleinere Werte erhielt. Poliakow wendete zu den Bestimmungen 
sorensens Methode an, die bei Anwesenheit von Tyrosin keine zu- 
erlassigen Aminostickstoffwerte ergibt. Duce hingegen verwendete 
« wie ich die van Slykesche Bestimmungsmethode. In zwei Fallen, 
und zwar beim dritten und vierten Praparat erhielt ich 11,94 bzw. 
12.06%. Diese beiden letzten Resultate lassen darauf schlieBen, dab der 
Aminostickstoff des Pferdeoxyhamoglobins individuellen Schwankungen 
unterworfen ist, was friihere Literaturangaben bestatigen. So erhielten 
Valér, Kaiser, Timar und Simonovits- Balassa (9) zwei verschiedene 
Schwefelwerte, Simonovits-Balassa ahnliche verschiedene Werte des 
Drehungsvermégens und Schénberger zwei scharf voneinander trennbare 
Refraktionskonstanten. 


Bei den beiden anderen Tierarten, Hund und Rind, erhielt ich 
etwas héhere Aminostickstoffwerte als Duce, der im Gegensatz zu den von 
mir mit 13,14 und 13,28°%, festgestellten Durchschnittswerten nur 
12.95 und 12,.41°, erhielt. 


Die Abhingigkeit des Aminostickstoffs von der Umkristallisation. 


Im Verlaufe der Untersuchungen kristallisierte ich, wie schon er- 
wihnt, die Praparate mehrmals um, um _ dadurch etwaige Ver- 
unreinigungen zu entfernen. In den meisten Fallen erfolgte die Um- 
kristallisation dreimal, in einem Falle sogar  fiinfmal, ohne dab 
sich dadurch die Abweichungen iiber die Fehlergrenze hinaus ver- 
schoben hatten. 


Tabelle II. 





Aminostickstoffgehalt des O.-Hamoglobins 


Nummer nach der 
des Tierart 1. 2. 3. ry a 
nares Kristallisation 
0 0 ( 0 ( 0 0 
3 Pferd 11,98 11,90 11,95 11,93 - 
12,30 12,22 12,7 12,51 12,58 


=~ 


” 


Bei der Schwefelbestimmung des Hamoglobins kristallisierten 
Timar und Simonovits- Balassa die Praparate sechs- bzw. siebenmal um, 
ohne dadurch abweichende Resultate zu erhalten. Im Gegensatz dazu 
waren bei Poliakow die Resultate erst nach dem dritten Umkristalli- 
sieren konstant. Wahrscheinlcih verwendete er nicht ganz reine 
Praparate, da auch die von ihm angegebenen Eisenwerte héher sind, als 
die iibrigen in der Literatur angegebenen. 
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Zusammenfassung. 
1. Der Aminostickstoffgehalt des Pferdeoxyhamoglobins betrag: 
im Durechschnitt 12,48 bzw. 11,96°%, der des Hundeoxyhamoglobin- 
13,14°, und der des Rinderoxyhamoglobins 13,28 °,. 
2. Wiederholte Umkristallisation verandert die Aminostickstoft 
werte nicht. 


Vorliegende Arbeit entstand auf Anregung und unter der Leitung 
des Herrn Priv.-Dozenten Dr. Zoltan Aszddi. 


Literatur. 
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Beitrag zur Kenntnis der peptischen Caseinspaltung. 
Von 
L. Utkin. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Staatlichen Chemo-pharma- 
zeutischen Forschungsinstituts in Moskau.) 


(Eingegangen am 5. November 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus den bis jetzt durchgefiihrten Untersuchungen tber die peptische 
Caseinspaltung geht hervor, daf8 nur sparliche Angaben wher die 
Dynamik der Phosphorabspaltung, welche bei diesem ProzeB statt- 
findet, existieren, wahrend die Spaltung der Peptidbindungen schon 
ausfuhrlich erforscht worden ist [siehe besonders Sdrensen und Katschioni- 
Walter (1)]. 


Dies kann man dadurch erkliren, daB wir keine Methodik fiir die 
quantitative Bestimmung der sich abspaltenden organischen Phosphor- 
komplexe haben, die ebenso genau und einfach wire, wie die bekannten 
Methoden zur Bestimmung der freien Amino- bzw. Carboxylgruppen. Um 
die Abspaltung der organischen Phosphorkomplexe vom Caseinmolekiil 
verfolgen zu kénnen, miissen wir diese Stoffe vom unverdauten Casein ab- 
trennen, wir sind also gezwungen, bestimmte Milieubedingungen zu 
schaffen und die Trennung auf einer willkiirlichen Grundlage durchzufiihren. 
Unter den Produkten der Pepsineinwirkung auf Casein stellt das sogenannte 
»,Phosphorpepton* ein solches dar, das sich wahrend der Spaltung als 
Niederschlag ausscheidet und darum ziemlich leicht untersucht werden kann. 
Leider findet seine Ausscheidung nur in spateren Stadien der Hydrolyse 
statt, und somit sind seine Zusammensetzung und die Dynamik seiner Ab- 
scheidung zur naheren chemischen Charakterisierung des Prozesses, be- 
sonders der friiheren Stadien desselben unzureichend. Nichtsdesto- 
weniger spielt die Abscheidung des Phosphorpeptons eine sehr wichtige 
Rolle in den Verainderungen des physikalischen Zustandes der Caseinlésung 
(Viskositat), welche bei der Pepsineinwirkung zustande kommen und _ so 
ausfiihrlich von Holter (2) und dann von Holter, Linderstrém-Lang und Fun- 
der (3) erforscht wurden. Dieses Phosphorpepton stellt nur ein Zwischen- 
produkt der Caseinhydrolyse dar und wird vom Pepsin weiter langsam 
unter stindiger Verainderung seiner Zusammensetzung angegriffen, was aus 
dem Anwachsen seines P/N-Quotienten zu ersehen ist [l. c. (3)].. Dabei wird 
das unlésliche Phosphorpepton in lésliche organische Phosphorverbindungen 
gespalten, iiber deren Natur wir noch sehr wenig unterrichtet sind. Dazu 
kommt noch die Tatsache, dai das Phosphorpepton im Moment seiner 
Ausscheidung in Form eines Niederschlags nicht die gesamte Menge des 
Caseinphosphors enthalt, sondern héchstens drei Viertel desselben (3). Das 
weist darauf hin, daB die Abspaltung léslicher organischer Phosphor- 
komplexe schon in friiheren Stadien der péptischen Caseinspaltung, lange 
vor der Abscheidung des Phosphorpeptons, stattfindet und daB das Phos- 
phorpepton nicht als das einzige phosphorhaltige Spaltungsprodukt des 
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Caseins angesehen werden kann. Darum schien es von Interesse, die Dynamik 
der Abspaltung des Phosphors in Form léslicher organischer Verbindungen 
zu verfolgen. 

Man mu zu diesem Zwecke die Spaltungsprodukte vom unverdauten 
Casein auf irgendwelche Weise abtrennen. Dies erfolgt am besten durch 
Ausfillen des Caseins im isoelektrischen Punkt, da man dabei nur einen 
Faktor die Wasserstoffionenkonzentration der Lésung verandert. 
Da dieser Faktor leicht kontrollierbar ist und die Konzentration der Neutral 
salze, welche die Ausfallung der EiweiBstoffe im isoelektrischen Punkt beein 
flussen, immer gleich gehalten werden kann, so haben wir hier zwar will 
kiirliche, aber definierte Milieubedingungen. Auf diese Bedingungen bezieht 
sich die Léslichkeit der zu untersuchenden organischen Phosphorkomplexe, 
wenn weiter von der Abspaltung des ,,l6slichen** Phosphors gesprochen wird. 
Es sei noch erwahnt, da das waihrend der Caseinspaltung sich ausscheidende 
Phosphorpepton unter den angefiihrten Bedingungen unléslich ist und mit 
dem unverdauten Casein zusammen abgetrennt wird. 


Die Frage der Phosphorabspaltung wurde auf zweifache Weise 


verfolgt: im ersten Teil wurde die Abspaltung der, léslichen Phosphor- 
verbindungen quantitativ verfolgt und das Verhaltnis des _,,léslichen 
Phosphors* zu dem ,,léslichen Stickstoff‘ ermittelt. Der zweite ‘Teil 


wurde der Aufgabe gewidmet, die in verschiedenen Stadien der Hydrolyse 


in Freiheit gesetzten léslichen Phosphorverbindungen, wenigstens in 
erster Annaiherung, chemisch zu charakterisieren. 


Experimenteller Teil. 


Die Spaltung des Caseins wurde nach der von mir (4) ausgearbeiteten 
refraktometrischen Methode verfolgt. Stickstoff wurde nach Kjeldahl, 
Phosphor nach von Lorenz (5) (nach dem Verbrennen mit H,SO, und 
HNO,) gravimetrisch bestimmt. 


Alle Versuche wurden mit kéuflichem Casein (nach Hammarsten, 


Kahibaum) ausgefiihrt. Seine Analyse ergab folgende Werte: Wassergehalt 
13,83 %, N 13,48%, P 0,72%. Auf Trockensubstanz bezogen: N 15,65 °), 
P 0,83%. P/N = 0,053. Als Enzym diente ein Pepsinpraparat, das in 
meinem Laboratorium nach der Adsorptionsmethode (6) dargestellt worden 
war und eine Aktivitaét von | : 7200 besa&B. 


Dynamik der Phosphorabspaltung. 


Die Versuchslésung hatte dieselbe Zusammensetzung, welche von 
mir (4) fiir die refraktometrische Bestimmung des Pepsins angegeben 
worden ist. Sie enthielt 2° Casein, und ihre Aziditaét entsprach dem py 
etwa 1,6 bis 1,7. Zur Bereitung der Versuchslésung wurden immer 3 g 
Casein mit 25 ecem Wasser gut durchgemischt und mit 25 cem n/10 NaOH 
allmahlich und unter Umriihren versetzt. Nach dem Auflésen wurde die 
Lésung in 50 cem 0,25 n HCl unter Umschwenken eingegossen und zu dem 
Gemisch soviel Wasser gegeben, da nach dem Einbringen der Pepsin- 
lésung das Gesamtvolumen 150 ecm betrug; der Kolben mit dem Gemisch 
wurde in ein Wasserbad von 30° + 0,05 eingestellt. Nach dem Ausgleichen 
der Temperatur wurde Pepsinlésung zugegeben und durchgemischt; un- 
mittelbar darauf wurde die erste Probe von 25 cem entnommen, welche in 
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Beitrag zur Kenntnis der peptischen Caseinspaltung. 


25 cem einer 0,133 n Na-Acetatlésung eingegossen wurde (Nullprobe). Das 
ausgefallte Casein wurde nach kurzem Stehen und Umschiitteln abfiltriert 
und im klaren Filtrat Stickstoff, Phosphor (in je 20 cem) und Brechungs- 
index bestimmt. Die weiteren Proben wurden zu bestimmten Zeitinter- 


vallen entnommen und derselben Verarbeitung unterworfen. 

Zwei Versuche wurden mit verschiedenen Pepsinmengen durchgefiihrt 
(Tabelle 1). A” bedeutet [vgl. (9)] die Differenz der Brechungsindizes, 
1 N die des Stickstoffgehalts und AP die des Phosphorgehalts der Filtrate. 


Tabelle I. 


25 cem Versuchslésung enthalten 67,3 mg N und 2,53 mg P. 





Zeit N JN P 4aP 
4n.10 4.P/4N 
Min mg mg mg mg 
Versuch 1. 0 0 3,19 0,25 
6mg Pepsin 30 30,0 15,42 12,23 0.54 0,29 0,0237 
60 45.0 Ft 28 18.09 0.68 0,43 0.0238 
120 65.0 29,43 26,24 0,87 0,62 0,0236 
L8O 78,5 35,27 32,08 1,20 0,95 0,0296 
Versuch 2. 0 0 4,79 0,30 mee — 
12mg Pepsin 30 45,0 22,89 18,10 0,72 0,42 0.0232 
60 65,5 31,73 26,94 0,92 0,62 0.0230 
91 76,7 36,51 Site 1,20 0.90 0.0284 


124 85,3 40,05 35,26 1,40 1,10 0.0312 


Die Ergebnisse beider Versuche sind auf der Abb. 1 graphisch dar 
gestellt, wo AN- und A P-Werte als Ordinate gegen A ” als Abszisse auf- 
getragen sind. 


Die vorldufige Charakterisierung der léslichen Phosphorverbindungen. 


Um die bei py = 4,6 léslichen phosphorhaltigen Produkte der pepti- 
schen Caseinhydrolyse untersuchen zu kénnen, muBte man iiber eine Metho- 
dik verfiigen, um sie aus dem Gemisch mit phosphorfreien Peptiden zu 
isolieren. Wie bekannt, wird zur Isolierung organischer Phosphorséure- 
verbindungen am haufigsten Uranylacetat angewandt, mit dem diese Ver- 
bindungen schwerlésliche Niederschlige geben. Inunserem Falle aber wird die 
Aufgabe dadurch erschwert,daB auch die phosphorfreien héher molekularen 
Peptide durch Uranylacetat ausgefallt werden. Es wurde gefunden, dafi diese 
phosphorfreien Niederschlige durch Erhéhung der Aziditét zur Auflésung 
gebracht werden kénnen, wahrend die entsprechenden Verbindungen 
phosphorhaltiger Peptide dabei nur sehr triage und unter Bildung einer 
stark opaleszierenden Lésung angegriffen werden. Durch Zugabe von 
Neutralsalzen, z. B. NaCl, kénnen solehe kolloidale Lésungen koaguliert 
und die erhaltenen Niederschlige mit einer geeigneten Losung gewaschen 
werden. Dadurch erhalt man unter denselben Bedingungen der Spaltung 
immer einen Niederschlag von derselben Zusammensetzung. 

Die Anordnung der Versuche war dieselbe wie im ersten Abschnitt. 
Nach der Zugabe von Pepsin und unmittelbar vor dem Unterbrechen der 
Spaltung wurden Proben von je 5 ccm entnommen, die zur refraktometri- 
schen Bestimmung des Spaltungsgrades dienten. Die zuriickbleibende 
Lésung (gew6hnlich 140 ccm) wurde dann sogleich mit Natriumacetat- 
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losung unter Umschwenken versetzt und nach kurzem Stehen filtriert. Das 
klare Filtrat, dessen Aziditat dem py = 4,6 entspricht, wird mit 2 %iger 
Uranylacetatlésung bis zum vollstandigen Ausfillen versetzt und stehen 
gelassen. Am anderen Tage wird die klare Lésung abgehebert. der Nieder 
schlag zentrifugiert und mit n/2 Essigséure, die 2°, NaCl enthalt, in der 
Zentrifuge bis zum Verschwinden der Biuretreaktion im Zentrifugat ge- 
waschen. Der ausgewaschene Niederschlag wird in verdiinnter Natronlauge 
gelést, vom Uranylhydroxyd abzentrifugiert und in aliquoten Teilen der 
Losung der N- und P-Gehalt bestimmt. Daraus wird der P/N-Quotient 
des Niederschlags berechnet, welcher zu seiner Charakterisierung dient. 
Die Ergebnisse der 


Tabelle II. . ; : 
Versuche sind in Ta- 





Versuch 4n.105 PN Versuchsbedingungen belle IT zusammenge 
j stellt. 
P a0 ae |i ’ ee 
‘ 490 0146 16 a ‘ ti 7 ~r4 (In den Versuchen 7, 8 
5 672 0143 | 12) > 4, und 9istdie Ausscheidung 
6 88.5 0,197 |} 12 , nq eo des Phosphorpeptonnie- 
7 126.5 0,219 |} 10 , a )) derschlags eingetreten.) 
8 — 0:280 || 6, . 36 AuBerdem wurden 
9 0 238 |) 20 » Me» folgende Versuche aus- 
gefiihrt : 


Versuch 10. Dieser Versuch wurde dem Versuch 7 parallel durch- 
gefiihrt. Das Hydrolysat wurde in zwei Portionen geteilt, welche getrennt 
voneinander verarbeitet wurden. Die erste Halfte, nach dem iiblichen Ver- 
fahren verarbeitet, lieferte die P-Verbindung, deren P/N-Quotient in der 
Tabelle II angefiihrt ist. Die zweite Halfte wurde in das gleiche Volumen 
4° iger NaCl-Lésung eingegossen, der abgeschiedene Niederschlag ab- 
filtriert und das Filtrat, nach dem Einstellen auf pq = 2, mit Uranylacetat 
ausgefallt. Der Niederschlag wurde wie iiblich gewaschen, mit 15 cem 
n NaOH zerlegt und die uranfreie Lésung analysiert. 5 ccm derselben ent- 
hielten: 3,82 mg N und 0,99 mg P; P/N = 0,259. 

Versuch 2. Das im Versuch 6 ausgefallte unverdaute Casein wurde mit 
verdiinntem Acetatpuffer von pr = 4,6, dann mit Wasser gut durch- 
gewaschen, abgesaugt, dreimal mit 96°,igem Alkohol und schlieBlich mit 
trockenem Aceton gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Analyse der 
bei 93° bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Substanz ergab: 14,13, N 
und 1,49% P. 

0,6 g des lufttrockenen Produkts wurden in 10 cem Wasser suspendiert 
und durch vorsichtige Zugabe von 9,5 cem n/10 NaOH in Lésung gebracht. 
Diese wurde in 19 cem 0,25n HCl eingegossen und nach der Zugabe von 
9 mg Pepsin bei 30° aufgestellt. Schon nach 5 Minuten konnte das Auftreten 
einer dichten Opaleszenz beobachtet werden und nach 20 Minuten erstarrte 
die Lésung zu einer lockeren Gallerte. Nach 20 Stunden hat sich der Nieder- 
schlag des Phosphorpeptons zu einem festen Kuchen zusammengezogen ; 
der Kolben wurde geschiittelt, die Lésung durch Zugabe von 7,6 cem 
n Na-Acetat auf py 4,6 gebracht und filtriert. Aus dem Filtrat wurde der 
Uranylniederschlag auf iibliche Weise erhalten, mit 12 cem n NaOH zerlegt 
und analysiert. 5 cem enthielten: 6,59 mg N und 1,88 mg P; P/N = 0,285. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus der Tabelle I und besonders aus der Abb. 1 geht deutlich 
hervor, daB die Abspaltung der bei px 4,6 léslichen Phosphorverbindungen 
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yom Casein interessante Besonderheiten aufweist. Wahrend die An- 


haufung von léstichem N eine geradlinige Funktion von An darstellt, 
wird die Anhéufung von léslichem P ziemlich genau durch zwei sich 
kreuzende Geraden ausgedriickt. Dabei finden wir, daB die Er- 
vebnisse beider Versuche sehr gut miteinander zusammenfallen, obgleich 
die Versuche mit verschiedenen Pepsinkonzentrationen durchgefihrt 
wurden. Somit zerfallt der ProzeB der Phosphorabspaltung in zwei leicht 
differenzierbare Phasen: die erste umfaBt das Gebiet von dem Beginn 
des Prozesses bis zum Punkt, in welchem An den Wert 65. 10° er- 
reicht; in diesem Gebiet zeigt das Filtrat einen konstanten P/N-Quo- 
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tienten, und zwar 0,023. Von dem genannten Punkt an beginnt der 
P/N- Quotient des Filtrats zu wachsen, was darauf hinweist, daf fiir 
dieselbe Menge Stickstoff mehr Phosphor abgespalten wird. Wenn wir 
aber An = 65.105 als Nullpunkt nehmen und die zweite Phase ab- 
gesondert von der ersten betrachten, dann sehen wir, daB hier auch der 
P/N- Quotient von etwa 0,058 konstant beibehalten wird. Das Auf- 
treten dieser Verschiebung des P/N-Quotienten kann in zweierlei Weise 
erklart werden: entweder wird dieselbe Phosphorverbindung in gréberer 
Menge abgespalten, oder aber es beginnt hier die Abspaltung einer 
anderen, P-reicheren Verbindung. Die Scharfe, mit welcher die Gerade 
ihren Gradienten, ohne jeden Ubergang, vergréBert und dann konstant 
beibehalt, spricht dafiir, daB wir hier mit dem Auftreten eines neuen 
Prozesses zu tun haben, daB in diesem Knickpunkt die erste Phase der 
Spaltung vollendet wird. Es sei bemerkt, dab sich diese Erscheinung 
in der Stickstoffkurve in keiner Weise wiederspiegelt und ebensowenig in 
der Viskosititskurve, welche nach der von Holter (l.c.) angegebenen 
Methodik erhalten wurde (Abb. 2). 

Die Tatsache, daB die beim peptischen Abbau des Caseins statt- 
findende Abspaltung von léslichen P-Verbindungen in zwei Phasen 
zerfallt, wird durch die in der Tabelle Ll zusammengestellten Versuchs- 
ergebnisse bestatigt. Der P/N-Quotient der durch Uranylacetat fall- 
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baren P-haltigen Abbauprodukte des Caseins wird bis zu dem Spaltung: 
grad An = 65.10°° konstant beibehalten, um dann anzuwachser 
Dadurch wird bewiesen, daB in der zweiten Phase der Spaltung tat 
sachlich ein neues, P-reicheres Abbauprodukt gebildet wird ; dieses wird 
zusammen mit dem friher gebildeten P-armeren Stoff durch Urany! 
acetat ausgefallt, und die P/N-Quotienten der Uranylverbindungen 
die in der zweiten Phase der Spaltung erhalten werden, beziehen 
sich auf die Gemische beider Stoffe. In den Versuchen 7 und 10 finden 
wir die Bestatigung dieser Annahme, da hier klar gezeigt wird, daB die 
Zusammensetzung der durch U-Acetat fallbaren Substanz von den 
Bedingungen abhangt, bei welchen das unverdaute Casein samt dem 
abgeschiedenen Phosphorpepton von der Verdauungslésung abgetrennt 
wird: wird die Abtrennung bei pu 4,6 ausgefiihrt, dann enthalt de: 
U-Niederschlag die Gesamtmenge der P-iairmeren Substanz; geschieht 
die Abtrennung im saureren Medium (py etwa 1,7), so wird diese letztere 
dabei, wenigstens teilweise, mitausgefallt und wir erhalten fiir den 
U-Niederschlag einen héheren P/N-Quotienten. Das wird vollkommen 
augenscheinlich, wenn man die Ergebnisse dieser Versuche mit dem 
Versuch 2 vergleicht, in welchem das nach dem Ablauf der ersten Phase 
zuriickgebliebene Protein, von léslichen Abbauprodukten abgetrennt, 
einer weiteren Spaltung unterworfen wurde. Die hier isolierte U 
Verbindung zeigte P/N von 0,285, erwies sich also reicher an Phosphor. 
als alle anderen von mir erhaltenen Verbindungen. Aus dem dargelegten 
folgt, daB der fiir die erste Phase charakteristische Stoff, dessen P/N 
etwa 0,145 gleich gefunden wurde, von Pepsin nur schwer weiter an- 
gegriffen wird und im Verdauungsgemisch dauernd unverandert bleibt. 
wodurch der Unterschied erklart wird, welcher zwischen meinen Er- 
gebnissen und denjenigen von Holter, Linderstrém-Lang und Funder (1. ¢.) 
in bezug auf den P/N-Quotienten der Verdauungslésung besteht. 
Wahrend ich in meinen Versuchen (Tabelle I), welche nur die friiheren 
Stadien der Verdauung umfaBten, im Filtrat einen P/N = 0,031 beob 
achten konnte (Versuch 2), ergeben die Versuche der danischen Autoren 
(l.c., Tabelle XII, 3. Kolumne) P/N der Lésung von héchstens 0,025, 
obgleich sie mit einer viel tieferen Spaltung zu tun hatten. Da sie aber die 
Lésung analysierten, welche von dem spontan ausgeschiedenen Phosphor 
pepton abgetrennt worden war und deren Aziditaét dem py 2,3 entsprach., 
so befand sich die P-haltige Substanz der ersten Phase im Niederschlag und 
darum wurde die Gesamtmenge des in Lésung iibergehenden Phosphors 
herabgesetzt. Aus den Versuchen 1 und 2 (Tabelle I) kann man berechnen, 
da} in der ersten Phase der Spaltung etwa 19 bis 20% des gesamten Casein 
phosphors in Form der bei py 4,6 léslichen Substanz abgespalten werden 
was fiir den Versuch von Holter u. a. etwa 2 mg P ausmacht. Tragen wir di 
entsprechende Korrektur in den von den Autoren angegebenen P-Gehalt de: 
Lésung ein, dann erhalten wir P/N-Quotienten, welche den hier ange 
fiihrten sehr nahe liegen, und zwar 0,032 bis 0,035, wie es auch zu erwarte! 
war. Damit wird dieser scheinbare Widerspruch beseitigt. 
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Leider scheint es fast unmoéglich, die Ergebnisse meiner Versuche 
mit den von Stirling und Wishart (7) erhaltenen zu vergleichen, da sie 
in ihren Untersuchungen zur Austallung des unverdauten Caseins 
Trichloressigsaure angewandt haben. Wir kénnen nicht sicher sein, 
daB Trichloressigsaure nicht imstande sei, primare phosphorfreie Abbau- 
produkte des Caseins auszufallen und damit den N-Gehalt der Losung 
herabzusetzen. Andererseits kann man vermuten, daB die von mir als 
fiir die erste Phase der Spaltung charakteristisch bezeichnete P-haltige 
Substanz durch Trichloressigsaure ausgefallt wird. Daraus sehen wir, dab 
die Verhaltnisse inden Versuchen der englischen Forscher von den meinigen 
stark abweichen, und daB die von ihnen erhaltenen Ergebnisse, z. B. in 
bezug auf die Zusammensetzung des Phosphorpeptons, auch mit denen 
von Holter, Linderstrém-Lang und Funder nicht vergleichbar sind. Ich 
méchte hier nicht auf das von Stirling und Wishart (l.¢.) gegebene 
Schema der peptischen Caseinhydrolyse eingehen, da es noch zu friih 
ware, auf Grund des bisher erhaltenen experimentellen Materials cine 
Theorie des zu besprechenden Vorganges aufzubauen. Eine solche 
Theorie kénnte aufgebaut werden, wenn wir gewisse Vorstellungen tiber 
den Bau des Caseinmolekiils hatten. In der Tat sind wir sogar davon 
noch nicht tiberzeugt, daB im Casein nur ein einziger P-haltiger Kern 
vorhanden ist. Es ist noch kein Beweis dafiir gegeben, daB die von 
Rimington (8) erhaltene ziemlich einfache Substanz allein diesen Kern 
zu reprasentieren vermag. Dabei mubB beriicksichtigt werden, daB das 
Casein selbst nach den Untersuchungen von Linderstrém-Lang (9) und 
von Cherbuliez (10) wahrscheinlich uneinheitlich ist. Damit ist auch die 
Frage nach den P-haltigen Endprodukten des peptischen Caseinabbaus 
verkniipft. Wie schon erwahnt, habe ich die Existenz eines Stoffes 
nachgewiesen, der sicherlich von dem P-haltigen Produkt der ersten 
Phase des Abbaus frei war und den P/N von 0,285 zeigte. Ich bin geneigt, 
diese Substanz als fiir die zweite Phase charakteristisch zu betrachten. 
Nach ihrem P) N- Quotienten steht sie der von Salkowski (11) dargestellten 
..Paranucleinséure’’ (P/N 0,299 bis 0,325) nahe. Inwieweit die von 
Salkowski erhaltene Substanz einheitlich war, kénnen wir nicht wissen, 
es mu aber darauf hingewiesen werden, dab Reh (12) bei derselben 
Versuchsanordnung eine von der Paranucleinséure vollkommen ver- 
schiedene ,,Polypeptidphosphorsaéure dargestellt hat, fiir welche sich 
PN = 0,57 berechnen laBt. Da Reh mit einer sehr hohen Pepsin- 
konzentration arbeitete, war es méglich, daB seine ,,Polypeptidphos- 
phorséiure das Endprodukt der peptischen Caseinspaltung darstellte. 
Doch ist ihre Kinheitlichkeit nicht bewiesen worden. 

Nun bleibt noch die Frage offen, ob die von mir nachgewiesenen 
zwei Phasen den ganzen Vorgang der peptischen Phosphorabspaltung 
erschépfen. Diesbeziigliche Versuche wurden von mir nicht durch- 
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gefiihrt, doch sei darauf hingewiesen, da durch graphisches Extra 
polieren der in der Tabelle I angefiihrten Werte Angaben erhalter 
werden, welche diese Frage negativ beantworten: d.h. man kann vor 
laufig das Vorhandensein einer dritten Phase vermuten. 

Ich glaube, daB die Untersuchungen tiber die Dynamik der Casein 
spaltung, welche auf die Wirkung verschiedener Agentien ausgedehnt 
werden miissen, uns Anhaltspunkte zur Aufklarung des Caseinbaues 
geben kénnen und hoffe, daB ich Gelegenheit finden werde, die Versuche 
in dieser Richtung fortzusetzen. 


Zusammenfassung. 

1. Die Verfolgung des peptischen Caseinabbaus in seinen frithen 
Stadien zeigt, daB das dabei stattfindende Freiwerden von organischen, bei 
pu 4,6 léslichen Phosphorverbindungen in zwei deutliche Phasen zerfallt, 
die durch den P/N- Quotienten der vom unverdauten Casein abgetrennten 
Losung charakterisiert werden. 

2. Die dabei gebildeten P-haltigen Substanzen zeigen gewisse 
Unterschiede in bezug auf ihre Zusammensetzung. 
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Uber das optische Verhalten von 0,-Himoglobin- und 
(0-Haimoglobin-Blutlésungen nach Siurezusatz'. 
Von 
Georg Barkan. 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Tartu (Dorpat), 
Estland.} 
(Eingegangen am 9, November 1935. ) 


Mit | Abbildung im Text. 


Vor eiigen Jahren machten Lintzel und Radeff? darauf  auf- 
merksam, da saure Hamatinlésungen aus CO-Blut bei der kolorimetri- 
schen Untersuchung eine dunklere Farbe zeigen als solehe aus Normal- 
blut. Die Autoren schlossen daraus, das jene L6sungen mehr Hamatin 
enthalten. Im Zusammenhang mit der Frage nach der Natur des 





leicht abspaltbaren” Bluteisens habe ich mich bereits vor fiinf Jahren 
hierzu geduBert3. Ich konnte die Schliisse von Lintzel und Radeff 
hinsichtlich des Eisens widerlegen. Schon in meiner damaligen Mit- 
teilung wies ich darauf hin, ,,daB kolorimetrisches Defizit nicht gleich- 
bedeutend ist mit Hamatindefizit*. 
Grundsatzlich sind fiir den Unterschied in der Farbtiefe bei der 
' kolorimetrischen Untersuchung der sauren Hamatinl6sungen aus 
Kohlenoxvd- und Normalblut drei Ursachen denkbar: 

1. Ein tatsachlicher Unterschied in der Hamatinkonzentration. 

2. Das Vorhandensein voneinander verschiedener Farbstoffe. 

3. Ein Unterschied im kolloidalen Zustand. 

Bei den friiheren Untersuchungen wurde zur kolorimetrischen 
Bestimmung das Autenrieth sche Kolorimeter verwendet, mit dem auch 
Lintzel und Radeff gearbeitet hatten. Die jetzigen Untersuchungen 
wurden mit dem Pulfrich-Photometer von Zeiss (Stufenphotometer) 
vorgenommen. Der Apparat gestattet bekanntlich durch Vorschalten 
geeigneter Farbfilter eine Priifung der Lichtdurchlassigkeit in’ ver- 
schiedenen Spektralbereichen. Untersucht wurden verschiedene Blut- 
arten in weit iiber 100 Blutproben. Verglichen wurde jeweils die Licht- 
extinktion der L6sungen aus defibriniertem (gelegentlich auch un- 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 


Wissenschaft, der ich besonders fiir leinweise Uberlassung optischer Appara- 
turen zu danken habe. Die Versuchsergebnisse dieser Arbeit wurden teilweise 
bereits beim XV. Internationalen PhysiologenkongreB in Leningrad, 
August 1935, vorgetragen. 2 W. Lintzel u. T. Radeff, diese Zeitschr. 208, 
212, 1928. 'G. Barkan, ebenda 224, 53, 1930, 
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verinnbar gemachtem) Normalblut und aus Kohlenoxyvdblut. Die photo 
metrische Untersuchung erfolgte, wenn die Lésungen nach dem Saure 
zusatz etwa 24 Stunden im Brutschrank gestanden hatten. Die Ce 
samtblutverdiinnung fiir die Ansatze war zehnfach, die Saurekonzen 
tration (HCI) 0.4%. 


|. ..Rotiiberschneidungs und Beersches Gesetz. 


Bei der friiheren Untersuchung hatte sich fiir die Losungen aus 
O,Hb-Blut ein mittleres kolorimetrisches Defizit von etwa 8 bis 9° 
gegentiber den Lésungen aus COHb-Blut ergeben. Bei der jetzigen 
Priifung wurde gefunden, daB der Unterschied in der Lichtdurchlassig 
keit bei verschiedenen Wellenlangen keineswegs gleich ist. Am Rindet 
blut und besonders regelmaBig am menschlichen Blut findet man. 
da im Bereich des auBersten Rot die sauren Loésungen aus Kohlen- 
oxydblut sogar lichtdurechlassiger sind als diejenigen aus Normalblut. 
Im ibrigen Spektralbereich dagegen lassen die CO-LoOsungen (ent 
sprechend den friiheren Befunden bei kolorimetrischer Priifung mit 
ungefiltertem Licht) relativ weniger Licht durch als die normalen 
Blutl6sungen. Pferde- bzw. Kaninchenblut laBt dieses eigenartige 
Phanomen der ,,Rotiiberschneidung™ vollstandig vermissen. Auf der 
ersten Tabelle ist das charakteristische Verhalten jeweils an nur einem 
Beispiel wiedergegeben. 

Tabelle I. 
E€saure CO-Blutlosung 


ésaure Normal-Blutliésung 





Protokoll Spektralfilter 
Blutart 


Nr. 75 72 61 a7 53 50 47 4:5 

XY, i72* Rind 0,90 0,89 1,07 1,09 1,08; 1,09: 1,10 1,08 
NNIIT, 136 Mensch 0,94 0,94 1,04 1,08 1,08 1,10 1,14 

XXII, 36 Pferd tit) COS | TS TEL ath | Or) t12 | 1,06 

XXII, 52 Kaninchen 124 1,24 117) 116 1,18} L142) 1,21 | ii4 

Die in den Tabellen mit bezeichneten Beispiele sind im experimentellen Teil aus 


fiihrlich belegt. 


In Tabelle | wie auch in den folgenden Tabellen ist fiir die verschie 
denen Spektralfilter jeweils das Verhaltnis der Extinktionskoeffizienten « 
der miteinander auf ihre Lichtabsorption zu vergleichenden Lésungen 
angegeben. In Tabelle [ ist das also der Quotient der e-Werte fiir die 
saure Lésung aus Kohlenoxyd- und:aus Normalblut. Beim Rinder- 
und Menschenblut ist im Rot (bei 750 und 720 mu) der Quotient wesent- 
lich kleiner, im iibrigen Spektralbereich betrachtlich gréBer als 1 

Diese Tatsache beweist bereits, daB die von Lintzel und Radef/ 
seinerzeit angenommenen Unterschiede im Hamatingehalt nicht vor 
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egen. Denn fiir die sauren Hamatinlésungen gilt weitgehend das 
versche Gesetz, d.h. die Lichtextinktion ist der Konzentration pro- 
ortional. Dies zeigt Tabelle I] an je einem Beispiel fiir die beiden Blut- 
rten Rind und Mensch. Hier wurde jeweils der Extinktionskoeffizient 
von zwei voneinander um 20°, in der Konzentration differierenden 
Losungen bestimmt. Mit befriedigender Genauigkeit ergibt sich fiir den 
ganzen Spektralbereich (und besonders gerade im langwelligen Teil) 
ler theoretische Wert von 0,8 fiir den Quotienten der beiden jeweiligen 
e-Werte. 
Tabelle TI]. Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes. 

Die Zahlen geben das Verhaltnis von « fiir saure Blutlésungen, die sich in 


der Konzentration um 20°, voneinander unterscheiden. Theoretischer 
Wert O.S80. 





Spektralfilter 


Protokoll 
Blutart Mittel 


Nr 75 72 il 57 53 50 47 


XXIII, 108 Rind 0.79 OSL O78 O76 O76 0,76 0,78 
XN. 120* Mensch 0.80 0,80 | 0.77 0,79 0,79 085 0,83 0.80 


If. Rolle des Serums und Beeinflussung des Dispersionszustandes, 


Vergleicht man Hamatinlésungen aus Kohlenoxyd- und Normal. 
blut von Mensch und Rind, so zeigt, wie vorher beschrieben, das Verhalten 
der Lichtdurchlassigkeit beim Ubergang von Rot zu Orange und Gelb 
einen deutlichen Sprung. Diese Tatsache laBt zunachst an die zweite 
eingangs erwahnte Méglichkeit denken, da} namlich in der Hamatin- 
losung aus Kohlenoxydblut neben Hamatin sich etwa ein anderer 
Farbstoff vorfindet. Aber gegen diese Méglichkeit spricht einmal das 
Verhalten bei Pferde- und Kaninchenblut, wo ja die ,, Rotiiberschneidung”™ 
und damit jener grobe Sprung fehlt. 

Weiterhin wird jene Vermutung durch folgende  Feststellung 
widerlegt. Auch beim Rinder- und Menschenblut verschwindet die 
..Rotiiberschneidung’’, wenn man statt von defibriniertem Blute von 
gewaschenen Blutkérperchen ausgeht. Dies zeigt die Tabelle IIT. An 
je einem Beispiel von derselben Blutprobe sind die Quotienten der 
e-Werte aus Kohlenoxyd- und Normalblut fiir vier Spektralfilter ein- 
getragen. Man sieht bei Rind und Mensch das Verschwinden der ,,Rot- 
iiberschneidung’ beim Uhergang von der Blut- zur Blutkérperchen- 
lésung. Beim Pferdeblut, an dem die ,,Rotiiberschneidung” ohnehin 
fehlt, hat die Entfernung des Serums keinen wesentlichen EinflubB auf 
das Verhaltnis der jeweiligen beiden ¢-Werte. 

Das Phanomen der ,,Rotiiberschneidung” beim CO-Blut und die 
Aufhebung der Erscheinung beim Cbergang zu Blutkérperchenlésungen 
konnte durch Spektralaufnahmen an infrarotempfindlichen Platten 
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Tabelle II. 


BI Esaure CO-Blutlisung 
€saure Normal-Blutlisung 


' €saure CO-Blutkérperchenlisung 
BI. hy. 


€saure Normal-Blutkirperchenlisung 





Protokoll 
Blutart 


Nr 
XIX, 156 Rind Bl. 
Bl. kx. 
XXII, 124* Menseh BI. 
BL. k. 
XIX, 124 Pterd Bl. 
BL. K. 


Spektralfilter 


ffs) 72 a7 47 

0,92 0,90 1,09 1,07 
1,14 L 17 1,12 1,13 
0,85 0,84 1,06 1,08 
1,21 1,18 1,18 1,14 
Lid 1,12 1,14 1,16 
1,10 1,13 1,16 1,15 


auch objektiv sichtbar gemacht werden. Die folgende Abbildung ist 


die Wiedergabe eines derartigen Versuchs. Im aufgenommenen Spektra! 


hereich ist die CO-Blutlésung deutlich heller als die normale Blutlésung 


CO-Blutkorperchenlosung 


Normale Blutkorperchenlosung 


C O-Blutlosung 


Normale Blutlosung 


Abb. 1.) Gitterspektrogramm yon Saure 
ansitzen aus menschlichem Blut nach ein 
tigigem Brutschrankaufenthalt.  Original- 
Ansitze 1:5 verdiinnt, Gesamt-Blutver- 
diinnung 1:50. Sechichtdicke 2¢m.  Spalt- 
breite 0,05mm. Spektralbereich 780— 700 mua 
Aufgenommen mit Agfa Infrarot-Platte 
Rapid 750, 


waihrend umgekehrt die CO-Blut 
korperchenl6sung deutlich dunkler 
erscheint als die normale Blut 
kérperchenlésung. 

Die Bedeutung des Serums fii 
das optische Verhalten der sauren 
Hamatinl6sungen zeigt sich aber 
weiterhin deutlich in folgendem 
Vergleicht man Lésungen, die aus 
defibriniertem Vollblut gewonnen 
wurden, mit solehen aus Blutkér 
perchenaufschwemmungen — desse! 
ben Blutes, so findet man bei den 
letzteren starkere Lichtabsorption 
Dies gilt freilich regelmaBig nu 
fiir Rinder- und Pferdeblut. Beim 
menschlichen Blut ist dies nicht 
regelmaBig der Fall, und man findet 


mitunter annahernd gleiche und gelegentlich sogar geringere Extinktion 
im Falle der Blutkérperchenlésungen. Die folgende Tabelle [IV ver 
anschaulicht das Verhalten an einigen Beispielen (fiir menschliches Blut 


vgl. auch die Abb. 1). 


Bei diesen Erscheinungen gibt es meines Erachtens fiir den optische: 


Unterschied nur eine Erklarung. 


Das Vorhandensein oder Fehlen des 


Serums hat offenbar einen maBgebenden EinfluB auf die GréBe de 


in der inhomogenen Hamatinlésung suspendierten Teilchen und damit 


auf die Menge des abgebeugten ,,Streulichtes”. 
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Tabelle IV. 
€saure Blutkérperchenlisung 


Esaure Blutlisung 





Protokoll Spektralfiltes 
Blutart 
Nr. 75 72 a7 47 
XIX, 178 Rind 1,25 1,22 1.13 1.03 
XIX, 134* Pferd 1,18 1.16 1.01 0.99 
XXII. 124 Mensch 1,02 1,02 1,00 1,00 
XXII, 94 0,89 0.85 0,91 0.99 


Die Entfernung des Serums scheint also in der hier angegebenen 
Versuchsanordnung beim Rinder- und Pferdeblut eine Teilchen- 
vergroberung, mithin eine Verdunkelung, beim menschlichen Blute 
(wenigstens gelegentlich) umgekehrt eine Teilchenverkleinerung, mithin 
eine Aufhellung der sauren Hamatinlésung zu bewirken. Ubrigens labt 
sich, wie besondere Versuche ergaben, das Auftreten des Phainomens 
durch nachtragliches Wiederhinzufiigen von Serum zum Blutkérperchen 
brei verhindern. 


Auch die Aufhellung der Blutlésungen durch peptische Verdauung 
dirfte einer Veranderung des Dispersionszustandes zuzuschreiben sein 
In Tabelle V ist ein derartiger Versuch wiedergegeben. 


Tabelle V. 
€saure Blutlisung nach Pepsinverdauung 


€saure Blutlisung unverdaut 





Protokoll Spektralfilter 
Blutart 
Nr. 75 72 61 57 53 50 47 


XV, 88* Rind 0.83 0,82 0.97 0.99 | 098 1,09 1.00 


Es ist bemerkenswert, dal sowohl hier wie in den Versuchen der Ta 
belle IV der Unterschied in der (scheinbaren) Lichtabsorption nach dem 
kurzwelligen Ende des Spektrums zu immer kleiner wird und verschwindet. 
Dieses Verhalten scheint mit der Theorie in Ubereinstimmung zu stehen, 
wie ich den freundlichen Hinweisen von Herrn Dr. E. Opik, Observator an 
der hiesigen Universitats-Sternwarte, entnehme, dem ich fiir manches auf 
schluBreiche Gesprach zu danken habe. Auf eine Diskussion der einschlagigen 
Verhaltnisse sei an dieser Stelle zundachst verzichtet. 


HitzeeinfluB durch kurzes Aufkochen wirkt offenbar ebenfalls im 
Sinne einer Veranderung der Teilchengr6Be. Hierauf hatte ich schon 
in meiner friiheren Mitteilung hingewiesen. und die Tabelle VI zeigt 
dies auch fiir die jetzige Versuchsanordnung mit Deutlichkeit. Auch 
hier ist es aber von Bedeutung, ob Vollblut- oder serumfreie Blut- 
kérperchenlésung mit Saure versetzt wird. Nur im ersten Falle findet 
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Tabelle VI. 


Esaure Blutlisung aufgekocht 





bl. 

Esaure Blutlisung 

BL. €saure Blutkirperchenlésung aufgekocht 

rt. IN 
€saure Blutkérperchenlisung 

Protokoll Spektralfilter 
Blutart ee 
Nr 7) 72 61 57 53 50 47 


143 | 149 | 1,89 ; 1,38 | 1,29 | 1,81 1,24 


XV, 32* tind $B 
a Bl. kk. 0,94 0,94 0.99 


XXV, 4 
sich Verdunkelung nach dem Erhitzen, dagegen kein Effekt oder sogar 
Aufhellung im zweiten Falle. Auch hier sind die Unterschiede im lang. 
welligen Spektralteil deutlicher ausgeprigt. 


Hf. Messung des Streulichtes und ,.scheinbare Lichtabsorption. 


Alle bisherigen Beobachtungen, namentlich aber der bedeutende 
SerumeinfluB, scheinen eine Stiitze fiir die Vermutung, daB auch die 
Unterschiede in der Lichtdurchlassigkeit von normalem und Kohlen 
oxyvdblut nach der Saureeinwirkung auf Differenzen in der 'Teilchen 
groBe zuriickzufiihren sind, wie ich dies bereits friiher angedeutet hatte 

Daher wurde gepriift, ob sich an den sauren Hamatin-Globin- 
ldsungen (denn um soleche handelt es sich ja bei unserem Vorgehen) 
iiberhaupt Streulicht nachweisen und messen laBt. Wenn das der 
Fall ist, so war weiterhin zu untersuchen, ob Unterschiede zwischen 
Normal- und CO-Blutlésungen vorhanden sind. Hierzu diente das 
Pulfrich-Photometer in der Anordnung als sogenannter Triibungsmesser 
Hierbei wird durch die Lésung ein Lichtbiindel geworfen, und das 
unter 45° seitlich abgebeugte Licht photometrisch bestimmt. 

In der Tat zeigen die erwahnten Lésungen in geeigneter Ver 
diinnung gut meBbares Streulicht. Am starksten ist naturgema} das 
abgebeugte Licht im langwelligen Spektralbereich, weil hier die mole 
kulare Lichtabsorption des Primarlichtes am geringsten ist. Vergleicht 
man nun die Starke des abgebeugten Lichtes im Rot-Orange bei den 
sauren Lésungen aus O,Hb- und COHb-Blut, so findet man regel 
maBig das starkere Streulicht, also die gr6Bere Triibung, beim Kohlen 
oxvdblut. Tabelle VII zeigt das Verhalten bei Rinder- und Menschen 
blut, und zwar an Blutkérperchenl6sungen. Der Unterschied zugunsten 
der Kohlenoxydblutlésungen betragt unter den gewahlten Versuchs 
bedingungen rund 25°, beim Rind und rund 15°, beim Menschen 

Die Lésungen aus Kohlenoxydblut haben also offenbar deswegen 
eine scheinbar starkere Lichtabsorption, weil mehr Licht aus der Kinfalls 
richtung weggestreut wird. 
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Im Zusammenhang mit den friiheren Beobachtungen bedeutet 
iso das Ergebnis der Triibungsmessung einen weiteren Hinweis darauf, 
iaB sich Lésungen aus O,Hb-Blut und COHb-Blut nach erfolgter 
Saureeinwirkung durch 





lie GréBe der disper- Tabelle VII. Saure Lésungen aus 
sierten Teilchen unter- gewaschenen Blutkérperchen. 
scheiden. Dies geht Streulicht CO 
uch aus einer’ Reihe 7 Streulicht normal 
weiterer Beobachtungen 
hervor, von denen ich sorieue q Rind vasusagtens q Mensch 
einige hier kurz wieder- me me 
gobe. ; XXIII, 172 1,18 XXII, 160 1,22 
Die sauren Losun- = XXIII, 192 1,27 XXII, 184 1,22 
gen aus COHb-Blut se- XXIII, 212 1,23 XXII, 202 1,11 
aa i ak || 124 | XXIM, 230 1,17 
dimentieren cage als XXV) 34 136 XXIII. 236 1'20 
solehe aus O, : ; a. a 2 
sol he wus O, Hb Blut Mitel: 1.24 a = ‘¢ 
Zentrifugiert man die AAV, 9 jle 
pot li XXV, 62 1,15 
sauren Blutansatze zu XXV. 72 118 
einem Zeitpunkt, zu dem XXV, 94 1,13 
die CO-Blutlésung deut- Mitte] 1.16 





lich dunkler  erscheint 

als die Normalblutlésung, und vergleicht nach dem Zentrifugieren die 
iiberstehende Fliissigkeit, so findet man nun umgekehrt, dab diese 
bei der CO-Blutlésung heller ist als beim gleich behandelten Normalblut 
insatz. Ferner zeigte sich das gleiche Phanomen, wenn man derartige 
Ansitze nach mehrwoéchentlichem Stehen im Brutschrank filtrierte. 
Auch hierbei war dann das Filtrat vom CO-Ansatz deutlich heller als 
vom normalen Ansatz. Auch in der Geschwindigkeit der Filtration 
kam der Unterschied deutlich zum Ausdruck: denn der CO-Ansatz 
filtrierte wesentlich langsamer, da der Bodensatz viel dicker war. Schlieb- 
lich wurde wieder in anderen Versuchen die Beobachtung gemacht. 
daB die CO-Ansatze aus Rinderblut gelegentlich nach langerem Stehen 
im Brutschrank deutliche gelatindse Gerinnung zeigten, wahrend die 
parallelen Normalblutansatze noch fliissig waren und iiberhaupt nicht 
oder erst sehr viel spater erstarrten. 

Ob es sich bei den in dieser Arbeit zutage tretenden Differenzen 
zwischen den Saureansatzen aus O,Hb- und COHb-Blut um Grében- 
unterschiede der Hamatinteilchen, der Globinteilchen oder beider handelt. 
bleibt zunichst unentschieden. Ebensowenig soll vorerst auf die még- 
lichen Ursachen derartiger Unterschiede eingegangen werden. 


\Meiner bewahrten technischen Mitarbeiterin Frau H. Kurvits-Schnee 
danke ich sehr fiir ihre umsichtige und geschickte Unterstiitzung bei der 
Durehfiihrung dieser Arbeit. 

1b* 

















248 G. Barkan 


Experimenteller Teil. 
I. Methodisches. 


Das Kohlenoxyd wurde aus Ameisensaiure und konzentrierter Schwetf 
saure entwickelt, mit Kalilauge gewaschen und in die fiinffach verdinnt: 
wiasserigen Blutl6sungen eingeleitet. 

Wie friiher, wurden jeweils gleiche Teile 0,8°,iger HCl-Lésung 
gleichen Teilen des mit Wasser fiinffach verdiinnten Blutes gegeben. D 
Sdéurekonzentration war also in den Ansi&itzen 0,4°, HCl und die Blu 
verdiinnung 1:10. Nach meist etwa eintagigem Aufenthalt der Bhi 
ansitze im Brutschrank und griindlichem Durchmischen erfolgte die optisc! 
Untersuchung mit dem Pulfrichschen Stufenphotometer. Mit Riicksici 
auf die Angaben von Lintzel und Radeff und auf die eigenen friiheren Ve1 
suche wurde hier das Verhalten nach etwa 24stiindiger Einwirkung desweg: 
zugrunde gelegt, weil um diese Zeit die mit meBBbarer Geschwindigkeit \ 
sich gehenden optischen Veranderungen (Nachdunkeln) sicher zum Sti 
stand gekommen sind und andererseits die nach langerer Zeit eintretend: 
Entmischung der Ansitze (Bodensatzbildung) noch nicht eingetreten ode: 
jedenfalls nicht weit fortgeschritten ist. Orientierende Versuche in gréBer: 
Zahl beziehen sich auch auf das optische Verhalten in den ersten Minut: 
und Stunden nach erfolgtem Ansatz, sowie nach mehrtagigem Brutschrank 
aufenthalt, ferner auch auf das Verhalten der Ansitze bei Zimmertemperatui 
Jedoch bleiben diese Versuche in den nachfolgenden Protokollen unberiick 
sichtigt. 

Bei der kolorimetrischen Untersuchung im Stufenphotometer wurde: 
jeweils die Durchlassigkeitswerte bei acht mir zur Verfiigung stehend 
Spektralfiltern bestimmt. Es waren dies die S-Filter 75, 72, 61, 57, 53, 50 
47 und 43. Die wirksamen Schwerpunkte dieser Filter in my sind nac! 
Angabe von Carl Zeiss-Jena 750, 729, 619, 572, 530, 494, 463 und 434. 

Bei der Untersuchung ergibt sich von Filter 72 an bis zum Filter 45 
eine kontinuierliche Zunahme der Extinktionskoeffizienten. Die de: 
Absorptionsstreifen des sauren Hiamatins entsprechenden Absorption 
maxima kommen bei der Untersuchung mit den Zeissschen Spektralfilter 
nicht zum Ausdruck. 

Der Extinktionskoeffizient wurde jeweils fiir den unverdiinnten 
Originalansatz (Blutlésung 1:10) berechnet. Hierbei gilt die bekannt: 
3eziehung 

é log 


gc 


8 ¢ 


Hierin bedeutet ¢ den Extinktionskoeffizienten fiir den unverdiinnte 
Ansatz; 8 ist die Schichtdicke in em und ¢ die Konzentration oder die Ver 
diinnung, bezogen auf den Originalansatz, fiir den also ¢ l ist. Dye ist 
die bei der Schichtdicke s und der Verdiinnung ¢ an der Photometertromm« 
abgelesene Durchlassigkeit in Prozenten. 

Bei den meist vorgenommenen ,,Absolutbestimmungen‘*’ wurde du 
Durchlissigkeit der Blutansatze in geeigneter Schichtdicke und Konzent: 
tion jeweils gegen einen mit Wasser gefiillten gleichartigen Trog untersuch 
In einer Reihe von Fallen fanden auch sogenannte ,,Relativbestimmunge! 
statt. Hierbei wird die Durchlassigkeit zweier Lésungen jeweils unmittell 
miteinander verglichen. Die Untersuchungen konnten hierbei in gréer 
Schichtdicke und Konzentration vorgenommen werden als bei der ,,Absolut 
bestimmung’’. Dadureh kommen die Unterschiede naturgemaéB starke: 
zum Ausdruck. In zweifelhaften Fallen konnten die bei der ,,Absoh 
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estimmunge® erhaltenen Befunde auf diese Weise kontrolliert und erhirtet 
erden. Namentlich fiir das eigenartige Verhalten im Bereich der S-Filter 75 
nd 72 und fiir das Phainomen der vorhandenen oder fehlenden ,,Rotuber 
hneidung’ erwies sich dieses Verfahren als zweckmabig. 

Die Messung des Streulichtes erfolgte gleichfalls mit dem Pulfrich 
Photometer unter Verwendung des fiir die ,,Triibungsmessung™ erforder 
chen bekannten Zusatzgerates. Als AufnahmegefiB diente das Spezia! 
Becherglas nach Zangemeister mit einem Innendurchmesser von 26 mm; 
md zwar wurden die miteinander zu vergleichenden Lésungen immer in 
in und demselben Gefi®B untersucht. Als zweckmaBige Verdiinnung, hei 
ler das Streulicht in der benutzten Anordnung gemessen werden konnte, 
rwies sich eine 50fache Verdiinnung der Blutansiétze mit 0,4 ° iger HCL. 
{m deutlichsten war das Streulicht bei Vorschaltung des Filters L 1 mit 
einem Schwerpunkt von 620 mu. Zur Bestimmung der ,,relativen Triibung* 
wurde fast regelmaBig die Vergleichshelligkeit 3 eingeschaltet. 

Die spektrographischen Aufnalhmen erfolgten mit einem Gitterspektro 
raphen (etwa 14500 Linien pro engl. Zoll) nach Schumm von der Firma 
Franz Schmidt & Haensch, Berlin. Zur Beleuchtung des Spaltes diente 
eine Osram Nitralampe 8 Volt 50 HIX unter Vorschaltung eines Kondensors. 
\lle Spektrogramme wurden bei einer Trommeleinstellung aufgenommen, 
die 518,7 my entsprach. Fiir die Feststellung des Verhaltens im langwelligen 
Rot wurden Agfa-Infrarotplatten verschiedener Empfindlichkeit benutzt. 


I]. le rsuchsbeispie te. 
l. Gultigkeit des Beerschen Gesetzes. 

Protokoll XIV,46. Friseches defibriniertes Rinderblut. 40 cem Blut 
mit 160 cem Aqua dest. hamolysiert. 50 cem dieser Blutl6sung mit 50 cem 
0.8 °oiger HCl versetzt. Der Ansatz kommt fiir 24 Stunden in den Brut 
schrank. Dann ertolgt nach griindlichem Umschiitteln die Bestimmung cet 
Lichtdurchlassigkeit im Photometer bei den Filtern S 61 bis 8S 47. Schicht 








D é berech- ' ° D bere 
em ( net * em Ol net 
S-Filter 61. S-Filter 50. 
0.1 43,0 3,67 3.84 0,1 28,0 9,52 5,94 
, 0,1 62,6 2.04 1,92 a 0,1 52,3 2,82 2,97 
‘ 0.1 80.5 0.94 0,96 I. 0,1 71.6 1.45 1,45 
Li, 0.1 89.6 0.48 0.48 u 16 0.1 82] O.85 0.74 
S-Filter 57. S-Filter 47 
l 0,1 22,8 6,42 6,71 ap 0.1 12,1 9.17 9.86 
0.1 46.6 3,82 3,36 VF 0,1 35,0 4,56 4.93 
ul, 04 68,5 1.64 1,68 9 0,1 56,9 2,52 2,46 
a 1 81,6 0.88 0,84 Va 0,1 72,8 1.58 1.23 
ie 0.1 90.5 0,43 0.42 
S-Filter 53. 
| 0.1 13,1 8.83 9.95 
If, 0,1 33,1 4.81 4,97 
Ma 01 | 583 235 2,48 
Vi). 0.1 74,5 1,28 1,24 
Vie 0,1 84,5 0,73 0,62 


* Die Berechnung erfolgte nach dem aus der Bestimmung bei verschiedenen Verdinnunge: 
rhaltenen Mittelwert 
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dicke 0,l em. Untersuchung in vier, soweit moglich in fiinf verschieden: 
Konzentrationen. Benutzt wurde der unverdiinnte Ansatz, ferner Ve) 
diinnungen mit 0,4 °,iger Salzséiure '/,, 1/4, !/, und !/\,. Bei den langwellig« 
Kiltern konnte die gréBte Verdiinnung nicht oder nur unter Vorbeha! 
angewandt werden, bei den kurzwelligen Filtern waren umgekehrt weg: 
der starken Absorption die héheren Konzentrationen nicht zu braucher 


Protokoll X XTIT, 120. Frisch aus der Armvene entnommenes mensc! 
liches Blut, mit Liquoid ,,Roche** ungerinnbar gemacht, mit Wasser aut 
fiinffache Volumen verdiinnt. 25 cem der Blutl6ésung mit 25 cem 0,8 pig 
HCl versetzt. Der Ansatz bleibt 24 Stunden im Brutschrank. Dann wit 
sowohl dieser Ansatz (A) als auch eine daraus dureh Verdiinnen m 
0,4 °oiger Salzsiiure gewonnene um 20°, weniger konzentrierte Loésung (B 
im Photometer untersucht. Schichtdicke und Verdiinnung werden fiir di 
heiden Lésungen jeweils gleich gewahlt. 





Din %%o é 

S-Filter r 8 ‘achisatiaingeingsaiabaniniiad 8p °é 
A B A B siti 

75 ho | 54,91 61,75 2,61 2,09 0,80 
72 Mio 1 55,75 62,5 2,54 2.04 0,80 

61 '/, 0,1 70,83 76,58 6,00 4,64 0.77 
57 li, 0,1 58,0 64,83 9,48 7,52 0,79 
53 Ml, 01 49,25 57,33 12,32 9.68 0,79 
50 Le 0,1 70,91 74,58 15,0 ea 0,85 
47 ap 0,1 57.16 63,0 243 20,1 0,83 
Mittel: 0,804 


2. Normal- und Kohlenoxydblut. 

Protokoll XV. 172. 1. Fiinffach mit Wasser verdiinntes Rinderblut zu 
gleichen Teilen mit 0,8 °,iger HCl versetzt. 2. Eine Probe derselben Blut 
l6sung nach Sattigung mit CO-Gas (35 Minuten durchgeleitet) ebenfalls zu 
gleichen Teilen mit 0,8 °,jiger HCl versetzt. Nach 24stiindigem Aufenthalt 
beider Lésungen im Brutschrank photometriert. 





Din Jo é 
S-Filter ( 8 ———__—_—— - . - - £cO'*norma 
normal co normal CO 
75 " 1 70,0 72,5 1,55 1,40 0,90 
72 Ma0 I 12,5 75,0 1,40 1,25 0,89 
61 1 0,1 66,8 64,9 3,50 3,76 1,07 
57 9 0,1 51,8 48,58 5,72 6,26 1,09 
53 Ig 0,1 40,41 37,6 7,88 8,50 1,08 
50 \/, 0.1 56,58 54,0 9,88 10,72 1,09 
47 , 0.1 39,3 35,66 16,24 17,90 1,10 
43 io 0,1 58,08 55,66 23,60 25,40 1,08 


3. Blut- und Blutkérperchenlésung. 


Protokoll X X/1I, 124. Frisch entnommenes, defibriniertes, menschliches 
Blut. Ein Teil wird unmittelbar mit Aqua dest. aufs Fiinffache verdiinnt 


Ein anderer Teil wird scharf zentrifugiert und das Serum abgehoben. Die 


Blutkérperchen zweimal mit, 0,85 © iger NaCl gewaschen und schlieBlich mit 
E 

der Kochsalzlésung zum urspriinglichen Volumen aufgefiillt, dann mit 

Aqua dest. aufs Fiinffache verdiinnt. Ein Teil der Blutl6sung und der Bhut 
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orperchenl6sung mit CO-Gas gesattigt. Die normale und die CO-Blut 
sung, ebenso die normale und CO-Blutkérperchenlésung je mit gleichen 
leilen 0,8 °oiger H Cl versetzt. Photometriert nach etwa 2U0stiindigem Aufent 
alt der Ansatze im Brutschrank. 





Blutlésung ( 
(Bl.) bzw. Din ° ; 
<-Filter c wn Eco: enormal 
(BL. KS normal co normal CoO 
75 apt 1 Bl. 64,33 68,66 1,92) 1,63 0,85 
Bl. k. 63,91 58,08 1,95) 2,36 1,21 
72 My 1 Bl. 64.66 69,33 1,89 1,59 0.84 
BL. K 64.16 59,08 1,93| 2,28 1,18 
57 Mo 0,1 BL. 81,83 | 80,91 8,7 9,2 1,06 
BL. 81,91 | 78,75 8,7 | 10,3 1,18 
47 ‘lo 0.1 Bl. 58,08 | 55.83 23,6 25,4 1,08 
BL. Kk 58,08 | 53,66 | 23.6 27,0 1,14 


Protokoll XIX, 134. Pferdeblut defibriniert. Em Teil dient zur Ge 
winnung einer Blutkérperchenaufschwemmung: Blutkorperchen abzentri 
fugiert, Serum abgehoben, Blutkérperchen dreimal mit 0,85 ° iger NaCl 
gewaschen, dann zum urspriinglichen Volumen mit NaCl aufgefiillt. Bhat 
und Blutkorperchenaufschwemmung fiinffach mit Aqua dest. verdiinnt. 
Ansatze je zu gleichen Teilen mit 0,8° ,iger HCl. Nach etwa eintagigem 
\ufenthalt der beiden Anséatze im Brutschrank photometriert. 





Bl. = Blutlésung, Bl. K. = Blutkérperchenl6ésung. 
D in %% é 
S-Filter ( 8 t - ep) 

Bl, BI. K. Bl. BI. K. asl 
(hi 10 I 66,91 62,25 1,75 2,06 1,18 
(2 10 1 67,0 62,75 1,74 2.02 1.16 
57 we 0,1 42.83 42.33 7,38 7,48 1,01 
47 Iso 0,1 61,5 61,83 21,1 20,9 0,99 


4. Peptische Verdauung. 

Protokoll XV, 88. 1. 25cem einer frischen Rinderblutl6sung (1: 5) 
mit 25cem HCl (0,8°,) versetzt. 2. 25cem derselben Blutl6ésung mit 
25cem Pepsin-HCl versetzt (0,2 g Pepsin- Witte in 100 cem 0,8 °oiger HC! 
gelést). Nach 30sttindigem Aufenthalt der beiden Ansitze im Brutschrank 
photometriert. 





D in % 5 é 
S-Filter ( 8 ps is acre 7 - b fp: &a 
normal Pepsin normal Pepsin 
75 I, 1 23,2 29,9 1,27 1,05 0,83 
72 My | 22,9 29,9 1,28 1,05 0,82 
61 1 0,1 41,0 42.0 3,87 3,77 0,97 
57 l 0,1 22,0 22.3 6,58 6,52 0,99 
53 JF 0.1 34,2 35,0 9 32 9,12 0,98 
50 My 0,1 26,6 26,7 11,50 11,47 1,00 
47 JF 01 33,4 33,3 19,08 19,14 1,00 
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5. Hitzewirkung 


Protokoll XV, 32. Rinderblutl6sung (1:5) zu gleichen Teilen mit H¢ 


O.8°.) versetzt, etwa 29 Stunden im Brutschrank. Eine Portion am Riic| 


flauaBkihler ganz kurz aufgekocht, dann abkiithlen gelassen. Photometrie di: 


ungekochten und der gekochten Lésung 





D in 
s. Fults ' 
normal gekocht comma gekocht 

1D l 28.8 16,8 1,08 1,55 1,45 
12 ; | 29.6 16.3 1,06 1.58 1.49 
‘5 1 0,1 47,0 35.0 3,28 4.56 1.39 
V7 l 1 oe EH 16.5 5,67 7.83 1.38 
13 Io 0,1 39,0 29,5 8,18 10,61 1,29 
0) at 0.1 31,1 21.5 10,15 13,36 1.31 
17 ', 4 37,3 29.3 17.14 21.34 1.24 


6. Tribungsmessuny 


Protokoll NX V, 4. Frisehes detfibriniertes Rinderbiut. Blutkorperche: 
abzentrifugiert, Serum abgehoben, dreimal mit 0,85 ° jiger NaCl gewaschei 
und zum urspriinglichen Blutvolumen aufgefiillt. Fiinffache Verdiinnun 
mit Aqua dest. Ein Teil dieser Blutkérperchenl6sung durch halbstiindige 
Kinleiten mit CO-Gas gesattigt. Ansatz der normalen und der CO-Blu 
iger HCl. Nach 24stiindigen 
Se iger HCL 1: 50 verdiinnt 
7 


kérperchenlésung mit je gleichen Teilen 0,8 °oi 
Brutschrankaufenthalt beide Ansiéitze mit ©.4 

Messung des Streulichts im Triibungsmesser. 7 
Kilter LJ. Vergleichshelligkeit 3. Rechte Trommel eingedreht 


angemerster-Geta 


Relative Triibung (Mittel aus fiinf Messungen) 
Normalansatz 74,7 
CO-Ansatz . ; 92 

2.6 


t. 


Zusammenfassung. 
1. An sauren Lésungen aus O,Hb- und COHb-Blut wurde. di 
Lichtabsorption in verschiedenen Spektralbezirken sowie das abgebeugt: 


Streulicht gemessen. 


2. Aus den gewonnenen Ergebnissen wird geschlossen, dab die 


dunklere Farbe der CO-Ansatze auf Unterschieden im Dispersitatsgrad 
beruht. 
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Kolloidchemische Untersuchungen iiber Edestin. II]. 


Hinfliisse Kapillarelektriseher Art bei der Peptisierung von Edestin dureh 
Klektrolytlésungen. 
Von 
K. Holwerda. 
(Aus dem van *t Hof/-Laboratorium der Reichsuniversitat in Utrecht 
(Eingegangen am 12. November 1935, ) 


Mit 2 Abbildungen im Text 


Die im I]. Teil dieser Abhandlung! niedergelegten Untersuchungen 
ber die Peptisierung von Edestin durch Salzlésungen fithrten zu dem 
SchluB, daB hierbei an erster Stelle die Faktoren von EinfluiS sind 
dureh welche eine direkte Verminderung der intermicellaren Kohasions 
krafte verursacht wird. Als soleche Faktoren wurden die zunehmende 
Warmebewegung der Micellen bei Erhéhung der Temperatur und eine 
hei positiver Adsorption eintretende Verminderung der Grenzflachen 
spannung genannt, wahrend auch die solvatisierende Wirkung det 
Salze als ein begiinstigender Faktor betrachtet werden mub. Ebenso 
wie bei anderen gelatinierenden Svstemen mub nun wohl angenommen 
werden, daB auch durch eventuelle (seien dies nun positive oder negative 
Ladungseffekte die Peptisierung des Edestins begiinstigt wird*.  K- 
kénnte aber auch mdéglich sein, dal vorhandene kapillarelektrische 
Ladungszentren entgegengesetzter Art auf indirekte Weise einen desol 
vatisierenden Effekt verursachen (Autokomplexkoazervation) und da 
durch der Peptisierung entgegenwirken. Eine vollstandige Unter 
suchung der Faktoren, welche die Peptisierung von Edestin be 
einflussen, miiBbte also eine genaue Analyse mdglicher  EKinfliisse 
kapillarelektrischer Art umfassen Kine ausfiihrliche Untersuchung 
in dieser Richtung wurde aber nicht angestellt; wir miissen uns mit 
einer kurzen Besprechung an der Hand einiger allgemeiner Daten 
begniigen 

Es erscheint zweckmabig, hierbei von der Peptisierung des Edestins 
mit verdiinnten Saéuren und mit verdiinnter Lauge auszugehen, da bei 
diesen Prozessen Ladungseffekte naturgemab eine wichtigere Funktion 
ausiiben als bei der Peptisierung von Edestin durch Salzlésungen bei 
verschiedenem py, da die Ladungszentren im letzteren Falle kapillar 


elektrisch sehr geschwacht sind. Als Typus der sauren Edestinsole 


Siehe diese Zeitschr. 282, 317, 1935 > Vel. H.G. Bungenberg dk 
Jong, Zeitschr. f. physik. Chem. 180, 214, 1927; Kolloidechem. Beih. 29, 
454, 1929. 














254 K. Holwerda 


wurde allein das salzsaure Edestinsol naher untersucht. Diese saur 
und alkalischen Edestinsole wurden nur soweit behandelt. als hier 
durch eine bessere allgemeine Ubersicht iiber den Einflu®B des Pu un 
der Elektrolytkonzentration auf die Peptisierung oder Flockung vor 
Edestin erhalten wird. 


a) Peptisierung von Edestin dureh verdiinnte Salzsiure. 
Durch Behandlung von | g des Standardpraparats (bei etwa 20° ( 
mit verdiinnter Salzsiure von zunehmender Konzentration wurde) 
die folgenden Mengen Eiweif peptisiert : 





Peptisiertes 


Kiweib PH des Sols 
1 g Edestin -++ 25 cem 0,002 n verdiinnte Salzsiure 26 °,, 5,2 
l - +25 , 0,004n ‘ a 48 °, 5,2 
be e +25 . 0,006n a i 58 % 4.8 
1 + 25 ., 0,010n ‘ E 66 % 4.3 
1 25 . 0,020n mi - 64°, 3.9 


Peptisierung mit verdiinnter Salzséure tritt also (bei 20°C) bei 
einem pu etwa 5,2 ein (beginnende Peptisierung findet mdégliche 
weise bei etwas héherem px statt). Die Ladungseffekte bilden hie: 
einen peptisationsférdernde nFaktor: sie miissen jedoch vom elektro 
kapillaren Gesichtspunkt aus betrachtet werden. Da die Anionen 


konzentration bei beginnender Peptisierung mit verdiinnter Salzsdure 


sehr klein ist, wird der Anfangspunkt der Peptisierung mit anderen 
starken Sauren (mit einwertigen Anionen) im allgemeinen nur wenig 
von dem obengenannten py abweichen. 


Bei etwas gréBerer Konzentration weisen auch einwertige Anioner 
ziemlich groBe Unterschiede in bezug auf ihre elektrokapillare Wirkung 
auf, die jedoch entsprechend der Schulze-Hardyschen Regel von héher 
wertigen Anionen iibertroffen wird. Dies zeigt sich aus dem Flockungs 
wert verschiedener Na-Salze bei salzsauren Edestinsolen. Die folgend¢ 
‘Tabelle gibt die Menge Elektrolyt an (ausgedriickt in Milliaquivalenten 


pro Liter), die bei 2°,igen salzsauren Edestinsolen eine gerade sichtbar 


Opaleszenz verursachte (bei 20°C nach etwa 15 Minuten). 





NaCl NaJ NaCNS Nay SO, LiCl 
Pa = 4,80 | 17— 20 4— 6 2— 8 
Pu 4,27 30— 35 9—12 6— 9 30—35 
py — 3.90 90-100  30—35 20—25 10—15 


Die verschiedene elektrokapillare Wirkung dieser Anionen erhellt 
auch aus ihrem verschiedenen EinfluB auf den elektroviskosen Effekt 
ebenso wie dies auch bei Gelatinesolen bei einem py, niedriger als dem 
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soelektrischen Punkte konstatiert wurde!. Der EinfluB von NaJ 
ind NaCNS war bei einem salzsauren Edestinsol bedeutend gréBer 
ils derjenige von NaCl, wahrend Na,SQ,. entsprechend dem kleinsten 
Flockungswert die gréBte Verminderung des elektroviskosen Effekts 
verursachte. In Abb. 1 

ist die Viskositat eines “1 el 





2° igen Edestinsols (py 

4.10) bei Hinzufii- 
vung verschiedener Men- 
ven NaCl, NaJ, NaCNS, 
Na, SO, angegeben. (An- 
fang der Flockung bei etwa 
50 Milliaquivalenten NaCl 
pro Liter, etwa 20 Milliaqui- 
valenten NaJ, etwal4 Milli- 
iquivalenten Na CNS baw. 
etwa 9 Milliaquivalenten 
Na,SO,pro Liter.) Die Vis- 
kositat der Sole mit LiCl war 
annahernd dieselbe als mit 
NaCl. (In der Abb. 1 ist 








— 











0 5 0 % 20 & 30 35 W 45 Somaeg jel 


g 2 (t, — te) Salzkonzentration 
der Wert von = 
( be Abb. 1. Einfluf von zugefiigten Elektrolyten 
° eas a auf Viskositét von salzsauren Edestinsolen 
angegeben: siehe Teil | Pu = 4,10. 
. » 
dieser Abhandlung?.) x NaCl. ONaJ. ONaCNS. @ NaoSO,. 


b) Peptisierung von Edestin durch verdiinnte Lauge. 


Bei Behandlung von | g Edestin mit verdiinnter NaOH-Lésung 
beginnt die Peptisierung (bei etwa 20° C) bei einem pu etwa 8,0 
|g Kdestin + 25cem n/1l000 NaOH ergab nur eine Spur peptisiertes 
KiweiB; das pu der Suspension war 7,94. 

1g Edestin + 25cem 0,002 n NaOH ergab 20°, peptisiertes 
KiweiB: pu = 8,23. 

Wie zu erwarten war, zeigte sich, daB die Stabilitaét dieser alkali- 
schen Sole gegeniiber Elektrolyten in erster Linie durch die Valenz 
des Kations bedingt wird. 

Es fallt weiter auf, daB die Stabilitat der alkalischen Sole gegeniiber 
Klektrolyten mit einwertigen Ionen im allgemeinen gréber als die- 
jenige der oben genannten salzsauren Edestinsole ist. Bei Hinzu- 
fiigung von z. B. NaCl in zunehmender Konzentration zu alkalischen 


! Siehe H. R. Kruyt u. H. P.Galema, Kolloid. Beih. 87, 154, 1933. 
- Diese Zeitschr. 279, 365, 1935. 


Biochemische Zeitschrift Band 283. 17 
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Solen mit einem etwas héheren py als 8,0 ergab sich weiter, daB der a: 

fanglichen Ausflockung bald eine erneute Peptisierung folgt. Bei etwa. 
hoéherem py tritt bei Zusatz von NaCl keine vollstandige Flockuny 
mehr auf; es entsteht dann bei entsprechendem py und NaCl-Konzen 
tration ein Flockungsoptimum. Bei noch weiter zunehmender Alkalitat 
tritt bei Hinzufiigung von NaCl schlieBlich gar keine Flockung mehr aut. 


Kin weiterer kennzeichnender Unterschied zwischen diesen alkali 
schen Solen und den salzsauren Edestinsolen ist der Umstand, dais 
die lyotrope Reihenfolge der Anionen bei der Flockung der alka- 
lischen Sole durch Elektrolyte der Reihenfolge bei den sauren Edestin 
solen entgegengesetzt ist. Die Stabilitat der alkalischen Sole gegen 
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Salzkonzentration 
Abb. 2. Stabilitétsschema yon Edestinsolen in bezug auf pg und NaCl-Konzentration 


1. Peptisationsgebiet der alkalischen Sole. 2. Flockungsgebiet der alkalischen Sole 
3. Peptisationsgebiet mit konzentrierten NaCl-Lésungen (teilweise Peptisierung). 4. Gebie: 
der volligen Peptisierung. 5. Aussalzgebiet. 6. Gebiet, wo keine Peptisierung stattfindet 
7. Peptisierungsgebiet der salzsauren Edestinsole. 8. Flockungsgebiet der salzsauren Edestinsol« 


NaJ ist also gréBer als gegen NaCl, obwohl der Unterschied dei 
Flockungswerte bei diesen schwach alkalischen Edestinsolen (mit imme! 
ziemlich niedrigen Flockungswerten) nicht groB ist. Weiter liegt die 
pu-Grenze, bei welcher mit NaJ keine Flockung mehr auftritt, bei 
etwas niedrigerem px. 

Die obengenannte Erscheinung (Umkehrung der lyotropen Reihe 
der Anionen unter EinfluB der Reaktion) scheint bei gewissen anderei 
PflanzeneiweiBen deutlicher in Erscheinung zu treten. Posternak 
konstatierte diese Erscheinung bereits friiher bei dem EiweiB de: 


1 S. Posternak, Ann. Inst. Pasteur 15, 85, 1901. 
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tottanne (Picea excelsa). Auf die Deutung dieser Erscheinung kommen 
vir unten zuritick (siehe S. 258). 

Die Eigenschaften dieser alkalischen Edestinsole sind am_ besten 
zu tberblicken, wenn man dieselben in Zusammenhang mit den Solen 
bei héherer Salzkonzentration (bei zugleich alkalischer Reaktion) be- 
trachtet, die sich direkt an die schon ausfiihrlich von uns untersuchten 
Systeme, welche durch Peptisierung von Edestin mit konzentrierten 
Salzlésungen bei verschiedenem py erhalten wurden, anschlieben. 
Die Stabilitat aller dieser Sole mit einem bestimmten Elektrolyten 
(NaCl) und bei verschiedenem py kann nun in einer graphischen Dar- 
stellung angegeben werden. Vollstandigkeitshalber ist hierin auch 
noch die Flockung der salzsauren Edestinsole und das Aussalzen von 
Kdestinsolen durch NaCl bei verschiedenem py angegeben (siehe Abb. 2). 


¢) Stabilititsschema der Edestinsole in bezug auf NaCl-Konzentration 
und Px. 

Bei der Betrachtung dieses Stabilitaétsschemas mu im Auge be- 
halten werden, daB die Daten, auf denen diese graphische Darstellung 
heruht, ausschlieBlich fiir die Fraktion des Edestins gelten, aus welcher 
das bereitete Standardpraparat bestand. AuBerdem ist das alkalische 
Gebiet und auch das Aussalzgebiet bei saurer Reaktion zum Teil nur 
schematisch angegeben. 

An Hand dieses Stabilitaétsschemas ist das Verhalten der Edestin- 
sole bei zunehmender NaCl-Konzentration bei einem bestimmten px 
jetzt leicht zu iibersehen. 

Bei einem py > 8,0 kommen wir also in das Gebiet der alkalischen 
Sole 1 (siehe Abb. 2), das jedoch ziemlich klein ist, da bei etwas héherem 
pu bei Hinzufiigung von NaCl bald keine Flockung mehr stattfindet. 
Wie aus Abb. 2 hervorgeht, steht diese Erscheinung mit der Ver- 
schiebung des Peptisationsbereiches von Edestin durch (konzentrierte) 
NaCl-Lésungen bei héherem py nach niedrigerer Salzkonzentration in 
Zusammenhang. (Die Linien ab, ed, ef und gh geben den Pepti- 
sationsbereich an bei einem pu 7.8 bzw. 7,2, 6.4 und 5,5: siehe auch 
I. Teil dieser Abh.) Das Peptisationsgebiet von Edestin durch konzen- 
trierte NaCl-Lésungen (3) schlieBt sich namlich bei zunehmender Alkalitat 
dem Gebiet der Flockung durch NaCl-Zusatz der mit NaQH_ pepti- 
sierten Sole (2 in Abb. 2) an. 

Wir miissen uns also vorstellen, daB bei Hinzufiigung von NaCl 
zu einem (mit NaOH peptisierten) Sol neben der flockenden Wirkung 
(infolge des elektrokapillaren Einflusses des Na-Ions in bezug auf die 
negativen Ladungszentren) eine peptisierende Tendenz auftritt, die 
bei etwas h6herem px (und zunehmender Anzahl dieser Ladungszentren) 
die Oberhand bekommt. bevor die Flockungsgrenze erreicht wird. 


Yt 
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wodurech also Flockung bei Hinzufiigung von NaCl ausbleibt (in ci 
Abbildung bei einem py > 8,55)!. 

Bei einem pu > 8,3, doch < 8,5 tritt nach der Abbildung ei 
‘Triibungsbereich mit teilweiser Flockung auf (siehe Linie mn): |i 
einem py >> 8,0, doch < 8,3 erhalt man anfangs véllige Flockung ly 
Hinzufiigung von NaCl, hierauf erfolgt eine Peptisierung bei héher 
NaCl-Konzentration (siehe Linie p q). 

Bei einem pu < 8,0, doch > etwa 5,5 tritt nur Peptisierung bei 
groBerer NaCl-Konzentration auf, wobei diese Konzentration in den 
selben Mabe zunimmt, wie die Reaktion saurer wird. Bei geniigen: 
saurer Reaktion und sehr hoher Salzkonzentration tritt aufs nev 
Klockung (Aussalzen) ein. 

Bei einem pu 5,0 erfolgt anfanglich Peptisierung (durch vei 
diinnte HCl) mit Flockung bei geringer NaCl-Konzentration. bi 
ziemlich hoher Salzkonzentration (etwa 1300 Milliaquivalente Na(| 
tritt aufs neue Peptisierung ein. Dieser Peptisationsbereich geht abe: 


direkt in den Aussalzbereich iiber (siehe Abbildung, Linie s ¢); es wurde 


also nur ein Teil des Standardpraparats peptisiert (siehe Veil [1 dies: 
Abhandlung, I. ¢.). 

Bei einem py ~< 4,4 sind die salzsauren Sole anfangs nur noch 
stabil bei ziemlich geringer NaCl-Konzentration; dieses Gebiet umfalit 
hei niedrigem py aber nur Sole, bei welchen das Eiweif in einer ve: 
ainderten (denaturierten) Form vorhanden ist. Die Stabilitat in bezug 
auf NaCl nimmt iibrigens um so mehr zu, je geringer das py wird. 


Wir miissen nun an erster Stelle noch etwas auf die schon im I. ‘Tei 
dieser Abhandlung (I. c.) genannte Tatsache eingehen, dab das Pepti 
sationsgebiet sich bei niedrigerem px immer nach héherer Salzkonzen 
tration verlagert, welcher Vorgang vermutlich Faktoren elektro 


kapillarer Art zugeschrieben werden muB. Wir geben hierfiir die folgende 


mégliche Erklarung (eine experimentelle Untersuchung nach der Art 
der vorausgesetzten Ladungseffekte st6Bt durch die hohe Elektrolyt 
konzentration auf grobe Schwierigkeiten). 


' Das NaJ wirkte stairker peptisierend in Zusammenhang mit de! 


starkeren Adsorption (siehe Teil II dieser Abhandhuing, diese Zeitschr. 252. 


317, 1935), so daB die geringere flockende Wirkung von NaJ (verglichen 
mit NaCl) bei den mit NaOH peptisierten Solen hierdurch wohl verstandlic! 
wird. Die starker flockende Wirkung von NaJ bei den salzsauren Edestin 
solen entsteht durch eine gréBere Anziehung der J’-Ionen durch die positiven 
Ladungszentren, wodurch die elektrische Doppelschicht mehr eingedriick' 
wird. Es ist also einleuchtend, da®B die lyotrope Reihentolge der Anionen 
(in Zusammenhang mit der starkeren Polarisation des J’-Ions in beiden Fallen 
bei der Flockung von alkalischen Solen umgekehrt wird. 
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Bei den alkalischen Solen, bei welchen erneute Peptisierung bei 
noch ziemlich niedriger Salzkonzentration stattfindet (dies ist bei NaJ 
n noch starkerem Grade als bei NaCl der Fall), ist anzunehmen, dab 
die Peptisierung durch einen noch in kapillarelektrischem Sinne wirk- 
samen negativen Ladungseffekt unterstiitzt wird!. Je geringer die 
Alkalitat, um so mehr verringert sich die Anzahl der urspriinglichen 
negativen Ladungszentren (COO--Gruppen), so da auch der die (er- 
neute) Peptisierung begiinstigende Faktor kleiner wird, wodurch also 
eine gréBere Salzkonzentration erforderlich ist, um erneute Peptisierung 
eintreten zu lassen. Durch diese héhere Salzkonzentration wird auch 
-ekundaér (kapillarelektrisch) der Einflu®B dieser negativen Ladungs- 
zentren immer weiter geschwacht. 

Man muB nun wohl annehmen, dap auch auf der sauren Seite des 
isoelektrischen Punktes® die negativen Ladungszentren iiber den ganzen 
pu-Bereich bei der gleichzeitig ziemlich hohen Salzkonzentration, wobei 
die Peptisierung anfdngt, die Oberhand haben, da die fortgesetzte Ver- 
lagerung des Peptisationsgebietes nach hédherer Salzkonzentration 
hei zunehmender saurer Reaktion sonst schwerlich zu erklaren ist. 
Dies muB dann wohl mit der in den meisten Fallen stark bevorzugten 
Anionenadsorption in Zusammenhang gebracht werden, infolge deren 
speziell die Anionen zwischen die ionogenen Gruppen an der Oberfliche 
adsorbiert werden und neue negative Ladungszentren bilden. Da 
jedoch auch die positiven Ladungszentren bei niedrigerem py (durch An- 
lagerung von H-Ionen an die N H,-Gruppen) stark an Anzahl zunehmen, 
wiirde das Edestin bei saurer Reaktion und bei Hinzufiigung von Salzen 
(mit stark bevorzugter Anionenadsorption) mehr einen Autokomplex- 
charakter bekommen, welcher der Peptisierung entgegenwirkt. Die 
immer geringer werdende negative Totalladung und dieser Auto- 
komplexcharakter wiirden bewirken, daB auch an der sauren Seite 
des isoelektrischen Punktes eine fortgesetzte Verschiebung des Peptisations- 
gebietes nach hoherer Salzkonzentration bei zunehmendem py stattfindet. 

Die Kationenadsorption ist also im Sinne dieser Betrachtung von 
mehr sekunddrer Art: Die oben genannte bevorzugte Anionenadsorption 
bezieht sich in erster Linie auf die direkte Adsorption an der Oberflache 


' Es besteht Grund fiir die Annahme, da®B das ausflockende Teilchen 
hei der Ausflockung von alkalischen Edestinsolen durch Elektrolyte noch 
eine negative Ladung hat (mit einem bestimmten kritischen Potential). 
Diese Ladung nimmt kapillarelektrisch bei Zufiigung von NaCl (bzw. NaJ) 
stets ab. Es scheint aber wohl annehmbar, dai auch bei der Salzkonzentra- 
tion, wo bei alkalischer Reaktion erneute Peptisierung eintritt, noch eine 
geringe negative Totalladung vorhanden ist. —- ? Die Mitte des py-Bereichs, 
wo Edestin nicht durch verdiinnte Lauge bzw. verdiinnte Salzsiure peptisiert 
wird, betrachten wir annaherungsweise als den isoelektrischen Punkt 
(siehe auch Teil I dieser Abh., IIId). 
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des Teilchens, wihrend die Kationen den Anionen entgegenwirken, w: 
bei aber noch ein (kapillarelektrisch) negativer Ladungseffekt tibriy 
bleiben wirde. 

Die bedeutende Verlagerung des Peptisationsgebietes des Edestins mi 
NaCl-Lésungen unter EinfluB der py-Veranderung scheint a priori vie! 
leicht schlecht zu vereinbaren mit den hier angenommenen Ursachen elek- 
trokapillarer Art, da diese bei den hier in Betracht kommenden hohen 
Elektrolytkonzentrationen doch jedenfalls im quantitativen Sinne 
sehr gering sind. Die obengenannte Verschiebung gibt aber eine etwas 
schiefe Vorstellung von der GréBe des verursachten py-Effekts. Ein 
exakteres Vergleichungsobjekt ist die Solvatation beim Anfang de 
Peptisierung in den verschiedenen Fallen, und diese erwies sich als 
sehr wenig abhangig von der Salzkonzentration und von dem py und 
ist in all diesen Fallen also ziemlich gleich (siehe I. Teil dieser Ab- 
handlung ?). 


d) Der EinfluB des Autokomplexcharakters von Edestin bei der 
Peptisierung von Edestin durch Elektrolytlésungen. 


SchlieBlich wollen wir (unabhangig von den Ausfiihrungen im IT. Teil 
dieser Abhandlung) noch kurz auf die im I. Teil geéuBerte Hypothese 
zuriickkommen, dai das Peptisieren des Edestins durch neutrale Salz 
lésungen ausschlieBlich oder vorwiegend der Aufhebung eines Autokomplex- 
koazervats zuzuschreiben sei?. Da auf dem Edestinteilchen Ladungs 
zentren entgegengesetzter Art vorhanden sind, hat es naturgemaéB einen 
Autokomplexcharakter, und nach der obengenannten Vorstellung miifte 
man also annehmen, da®B Peptisierung eintritt, sobald der Ladungsgegensatz 
kapillarelektrisch derart vermindert ist, da die urspriinglich hierdurch 
verursachte desolvatisierende Tendenz aufgehoben wird. 

Gegen diese Vorstellung wurde in erster Linie eingewandt, daB die 
Peptisierung des Edestins im allgemeinen erst bei hoher Salzkonzen 
tration eintiitt. Indessen sind Fille von Komplexkoazervation kon- 
statiert worden ®, bei welchen auch erst bei einer sehr hohen Salzkonzentration 
die Koazervation aufgehoben wird, so daB dieses Argument an sich nicht 
ohne weiteres das Verwerfen dieser Vorstellung rechtfertigt. Wir werden. 
um diese Hypothese weiter zu priifen, wieder von dem Stabilitatsschema 
ausgehen. 

Es leuchtet ein, daB der Autokomplexcharakter von Edestin bei den 
mit verdiinnter Salzsiure und mit verdiinnter NaOH-Lésung peptisierten 
Sole nur von sehr nebensdchlichem EinfluB8 sein kann. In dieser ziemlich 
groBen Entfernung vom isoelektrischen Punkt dominieren zweifellos stark 
die im UbermaB anwesenden gleichnamigen Ladungszentren, die dem 
Edestinteilchen eine ziemlich gro8e Gesamtladung geben. AuBerdem 
wiirden diese gleichnamigen Ladungszentren nach der diesbeziiglich von 


1 Diese Zeitschr. 279, 369 u. 374, 1935. -—- ? Siehe ebenda 27%. 
378, 1935. — * Siehe z. B. bei Aufhebung des Komplexkoazervat- 
Clupein-Sojabohnenlecithin. H.(G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkam), 
diese Zeitschr. 284, 93, 1931. 
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Kolloidchemische Untersuchungen tiber Edestin. III. 26] 


Holleman, Bungenberg de Jong und Modderman gegebenen Darstelhing eine 
Vergr6Berung des ,,Teilchenvolumens‘: verursachen, in analoger Weise, wie 
die entgegengesetzten Ladungszentren nach einer Desolvatation streben !. 
Aus dem groBen pxy-Bereich, bei welchem keine Peptisierung stattfindet 
(pu = 5,2 bis 8,0), darf man denn auch wohl fast folgern, daB Aufhebung 
des Ladungsgegensatzes an sich nicht geniigt, Peptisierung herbeizufiihren. 

Bei den salzsauren Solen zeigte sich denn auch, daB der EinfluB8 der 
positiven Ladung dominierte; die Flockung durch Elektrolyten wurde von 
der Valenz des Anions beherrscht, wahrend gleichzeitig bei der Flockungs- 
grenze der elektroviskose Effekt noch nicht véllig verschwunden ist ?. Man 
darf also annehmen, dai das Teilechen ausflockt, wahrend es noch 
eine positive Restladung hat, wobei ein eventueller zugleich noch wirk- 
samer Autokomplexcharakter des Teilchens die Flockung begiinstigen wiirde. 
In der Tat zeigte sich, daB der Flockungswert von Ba Cl, etwas gréPer ist als der- 
jenige von KCl. Man kénnte dies méglicherweise (zum Teil) dadurch er- 
klaren, daB die Ba-Ionen die negativen Ladungszentren kapillar-elektrisch 
starker vermindern, als die K-lonen, wodurch der Autokomplexcharakter 
bei Zufiigung von BaCl, geringer ist als bei KCI, und also eine grébere 
(l-lonenkonzentration erforderlich ist, um die positiven Ladungszentren 
(und die Gesamtladung) hinreichend zu reduzieren (zum Flocken wire in 
diesem Falle ein niedrigeres kritisches Potential erforderlich). Der ziemlich 
geringe Unterschied im Flockungswert zwischen BaCl, und KCl (wenigstens 
bei salzsauren Suspensionen mehr in der Nahe des isoelektrischen Punktes) * 
deutet jedoch jedenfalls auf die geringere Bedeutung des Autokomplex- 
charakters. Der etwas héhere Flockungswert bei BaCl, muB auBerdem 
wahrscheinlich zum Teil auf direkte Adsorption von Ba-Ionen an der 
Wand zuriickgefiihrt werden. 

Bei den alkalischen Suspensionen tritt ein moéglicher Unterschied im 
Flockungswert bei z. B. Na,SO, und NaCl noch weniger zutage, obgleich 
der Flockungswert fiir z. B. K,Fe(CN), wohl héher ist (wobei aber direkte 
Adsorption an der Oberfliche noch eher zu erwarten ist). Doch auch hier weist 
der Umstand, daB K,Fe(CN), bei diesen schwach alkalischen Suspensionen 
ausfloeckend wirken kann — wobei also das negative Edestinteilchen trotz 
der stark entladenden Wirkung der Fe(CN),-lonen auf die noch vorhandenen 
positiven Ladungszentren ausflockt in erster Linie darauf hin, daB die 
Aufhebung der Kontrastwirkung der Ladungszentren an sich nicht zur 
Peptisierung hinreicht. Obgleich das Auftreten eines Instabilitatsgebiets 
an der alkalischen Seite und das hiermit zusammenhangende Optimum der 
Flockung bei einem px = etwa 8,4 bei bestimmter NaCl-Konzentration 
(siehe Abb. 2) einigermaBen ahnlichen Erscheinungen bestimmter Falle von 
Komplexkoazervation oder auch von Autokomplexkoazervation gleicht 
(wobei die effektive Anziehung der Teilchen bei gewissen Elektrolyt- 


1 LL. W.J. Holleman, H.G. Bungenberg de Jong u. R.S. Tjaden Modder- 
man, Kolloidechem. Beih. 38, 452, 1933. 2 Dies erhellt aus dem Ver- 
gleich des Viskositatswertes, bei der Flockungsgrenze der salzsauren 
Edestinsole mit dem entsprechenden Wert von Edestinsolen, peptisiert mit 
konzentrierten Salzlésungen. 3 Bei etwas weniger stark saurer oder 
alkalischer Reaktion wobei Peptisierung des Edestins noch nicht aut- 
tritt entstehen ziemlich stabile Suspensionen. Man kénnte erwarten, 
daB der Autokomplexcharakter mehr in der Nahe des isoelektrischen 
Punktes zutage treten wiirde. 


“ 
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konzentrationen einen Maximalwert erreicht!), kommen wir also zu de: 
SchluB, dai diese Erscheinung im Grunde von den obengenannten Falle: 
verschieden ist. Diese Erscheinung kann nach unseren Ausfiihrungen bess« 
erklart werden durch die Tatsache, dai bei Hinzufiigung von Salzen, al 
gesehen von dem kapillarelektrischen EinfluB8 auf die Ladungszentre: 
eine spezielle peptisierende Tendenz auftritt, deren Charakter im II. Te: 
dieser Abhandlung naher angegeben ist. 

Es ist nun selbstredend, daB die Erscheinungen iiber das ganze py 
Bereich in einheitlicher Weise gedeutet werden miissen; auch mehr in de 
Nahe des isoelektrischen Punktes ist also die Aufhebung der Autokomplex 
wirkung von Ladungszentren entgegengesetzter Art nicht die direkt: 
Ursache der Peptisierung, sondern die Peptisierung durch Salzlésungen tritt 
erst ein, wenn auBerdem die anderen genannten Faktoren den Widerstan«d 
in den ,,Kittstellen** derartig vermindern, daB die intermicellaren Kohasion- 
krafte unter EinfluB der Warmebewegung der Micellen iiberwunden werden 

Den diesbeziiglichen Versuchen im II. Teil dieser Abhandlung? schlieBer 
sich Versuche iiber das Aussalzen und Peptisieren von Edestin mit Mischun 
gen zweier Salze an, die in einer spaiteren Abhandlung veréffentlicht werden 


Zusammenfassung. 

Es wurde die Stabilitaét salzsaurer Edestinsole und alkalische: 
Kdestinsole (peptisiert mit NaOQH-Lésung) gegeniiber Elektrolyten 
verfolgt. Der Charakter der Erscheinung der Umkehrung der lvo- 
tropen Reihe der Anionen bei der Flockung von sauren und alka- 
lischen Edestinsolen wurde naher erklart. 

Es wurde eine Ubersicht iiber den Zusammenhang zwischen ), 
und NaCl-Konzentration bei der Peptisierung und den verschiedenen 
Flockungsprozessen von Edestin gegeben. 

Der EinfluB von Faktoren kapillarelektrischer Art bei der Pepti 


Eigenschaften der verschiedenen Edestinsole mit dem Autokomplex 
charakter des Edestins zusammenhangen. Die Verminderung oder Auf 
hebung der Autokomplexwirkung der vorhandenen Ladungszentren 
entgegengesetzter Art des Edestinteilchens geniigt nicht zur Peptisierung 


Verschiebung des Peptisationsbereiches nach héherer Salzkonzentration 
auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes steht aber vielleicht 
mit einem auftretenden Autokomplexcharakter in Zusammenhang 


234, 386, 1931: H.G. Bungenbera de Jong, ebenda 259, 442, 1933. 
* Ebenda 282, 317, 1935. 








sierung von Edestin wurde besprochen, und verfolgt, inwiefern dic 





die Neutralsalzléslichkeit kann hierdurch allein nicht erklart werden. Die 


' Siehe H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, diese Zeitschr. 
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Differenzierung der Serumfarbstoffe des Menschen. 
Von 
H. Siillmann, E. Széesényi-Nagy und F. Verzar. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 18. November 1935.) 


Die Farbe des menschlichen Serums rihit bekanntlich von mehreren 
Farbstoffen her. Neben dem Hauptfarbstoff Bilirubin haben die Lipo- 
chrome wesentlichen Anteil an der Serumfarbe. Sowohl der Bilirubin- 
als auch der Lipochromgehalt des Serums zeigen betrachtliche Schwan- 
kungen. Die Schwankungen im Bilirubingehalt, der hdufig nicht mit 
entsprechenden Schwankungen des Gesamtfarbstoffwertes parallel! 
veht (siehe die Ergebnisse von Verzar, Arvay, Péter und Scholderer (1), 
fiihrten zu der Annahme (2), dag im Serum noch Farbstoffe vorkommen, 
die dem Blutfarbstoff bzw. dem Bilirubin nahestehen, aber bei det 
Bestimmung des Bilirubins durch Diazotieren nicht mitbestimmt 
werden. Es konnte dementsprechend gezeigt werden, dab nach 
Abzug der durch Bilirubin und Carotin (einschlieBlich Xanthophyll- 
ester) bedingten Lichtextinktion von der Gesamtextinktion des alko- 
holischen Serumextraktes noch eine Farbstoffraktion iibrig bleibt. 
die bei normalen Seren 1 bis 30°,, im Mittel 15°, der’ Gesamt- 
extinktion betragt. Diese als ,,X-Fraktion’ bezeichnete Farbstoff- 
gruppe kann Xanthophylle, Flavine, ferner nicht naher bekannte 
bilirubinartige Farbstoffe (Biliverdin usw. ?) enthalten. Die X-Fraktion 
wurde bisher nur als Differenz der Lichtabsorption des alkoholischen 
Serumextraktes (nach Entfernung der petrolatherléslichen Carotine 
und Xanthophyllester) und der durch Bilirubin verursachten Absorption 
bestimmt (2). 


Die folgenden Untersuchungen haben in erster Linie den Zweck, 
die Zusammensetzung der Farbstoffe dieser Fraktion festzustellen und 
besonders zu untersuchen, ob im normalen Serum iiberhaupt bilirubin- 
artige Farbstoffe vorhanden sind. 


Wir orientierten uns zunachst iiber die Léslichkeitsbedingungen 
der verschiedenen Serumfarbstoffe. Dann wurde der Einflu8 der Be- 
lichtung auf diese Farbstoffe bestimmt und auf diese Weise eine Analyse 
der X-Fraktion versucht. Die verschiedenen Farbstoffe wurden weiter- 
hin durch chromatographische Analyse getrennt. Auf Grund der hier 
gemachten Beobachtungen wurde eine einfache Methode zur quanti- 
tativen Bestimmung aller Serumfarbstoffe ausgearbeitet. 

















264 H. Siillmann, E. Széesényi-Nagy u. F. Verzar: 


Versuche. 
I. Léslichkeit der Serumfarbstofie. 

Wir nutzten fiir unsere Zwecke die verschiedene Léslichkeit «i 
einzelnen Serumfarbstoffe bei der Verteilung zwischen Petrolathe: 
und wasserhaltigem Alkohol aus. Auf diese Weise gelangten wir zu: 
Aufteilung des Farbstoffkomplexes in folgende Gruppen bzw. einzeln 
Komponenten: 


1. Carotin und Xanthophyllester gehen aus 87° igem Alkohol i) 
Petrolather. 

la. Carotin geht aus 87 °,igem Alkohol nach Verseifung in Petrolathe: 

2. Freie Xanthophylle gehen aus 45°,igem Alkohol in Petrolather. 

3. Bilirubin geht aus 45 °,igem Alkohol nach Ansaéuern in Petrolathe: 

4. Bilirubinartige Farbstoffe (und Flavine) verbleiben in 45 °,igem 
Alkohol nach der Petrolatherausschiittliung der Fraktion 3. 

Auf diese Weise bestimmten wir also zuerst die Carotine, dann als 
Differenzwert die Xanthophyllester. Ferner kénnen wir nun auch die 
freien Xanthophylle fiir sich bestimmen, die in der vorhergehenden Arbeit 
von Verzar, Sillmann und Vischer (2) noch gemeinsam mit den bilirubin 
artigen Farbstoffen und etwa vorhandenen Flavinen der sogenannten 
X-Fraktion zugerechnet wurden. Xanthophylle sind bekanntlich vor- 
wiegend alkoholléslich und schwerer petrolatherléslich. Verdiinnt man jedoch: 
den Alkohol mit Wasser auf etwa 50°, so kénnen auch die Xanthophylle 
leicht in den Petrolather getrieben werden. Aus einer kiinstlich bereiteten 
Lésung, die reines Bilirubin, belichtetes Bilirubin und Lutein in 87 °,igem 
Alkohol enthielt, war bei Beachtung der unten angegebenen Extraktions- 
bedingungen kein Farbstoff mit Petrolather extrahierbar. Fehlt also die 
erste Farbstoffgruppe (Carotin und Xanthophyllester), so sind aus 87 °gigem 
Alkohol keine Farbstoffe mit Petrolather ausschiittelbar. Nach Verdiinnen 
dieser alkoholischen Lésung mit Wasser ging Lutein in den Petrolather, 
und nach Ansaéuern und nochmaligen Petrolaitherextraktionen blieb nur 
wenig Farbstoff, der der belichteten Bilirubinlésung entstammte (s. unten), 
im wisserigen Alkohol; in der zweiten Petrolatherextraktion befand sich 
das Bilirubin. Friiher wurde beobachtet, da bei bloBem Verdiinnen 
eines alkoholischen Serumextraktes mit Wasser Bilirubin (in geringen Men 
gen) durch Petrolaither extrahiert werden konnte. Diese Beobachtuny 
wurde an einem Serum gemacht, das mehrere Tage aufbewahrt worden 
war. An frischen Seren konnte diese Feststellung bei Einhaltung unsere 
Extraktionsbedingungen nicht gemacht werden. 

Das Wesentliche fiir uns ist eine Abtrennung des Bilirubins von 
seinen verwandten Farbstoffen, was in der dritten Fraktion so gelang. 
daB es aus 45%igem Alkohol nach Ansaéuern mit HCl in Petrolathe: 
iibergeht. Leider ist aber diese Extraktion zwar quantitativ durchau- 
méglich, aber die petrolatherische Lésung von Bilirubin erwies sich 
als sehr wenig haltbar. So nahm die Extinktion einer aus Serum er- 
haltenen 0,85 mg-°,igen Bilirubinlésung in Petrolather nach 15stiindigen 
Stehen im Dunkeln um 31,5% ab. Eine alkoholische Lésung von Bili- 
rubin erweist sich demgegeniiber als wesentlich bestandiger. 
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Tabelle I. 





I II oie ] II _ 
Bilirubin Bilirubin Bilirubin Bilirubin 
bestimmt Bili- bestimmt heatimuit Bili- bestimmt 
durch Dia- Tubin durch ; durch Dia- ubin durch 
Nr. Serum | gotieren im : im Dia- Nr. Serum | gotieren im _im Dia- 
Gesamt-  Petrol- zotieren Gesamt- Petrol- zotieren 
Extrakt aither von I Extrakt iither von If 
mg-9/o mg-°/o  mg-° mg-° mg-° mg-° » 
1 E 1,06 0,92 0,53 4  Sch* 0,28 0,31 0.13 
2 || E* 0,79 0,74 0,58 5 G 0,56 — 0,36 
3. Sch 067 0,50 0,30 





* Serum wurde mit Ultraviolettlicht 30 Min. bestrahlt. 


Auch der Diazowert fiir das in Petrolather aus Serumextrakt 
iiberfiihrte Bilirubin fallt zu niedrig aus. Zur Diazotierung wird der 
bilirubinhaltige Petrolatherextrakt im Dunkeln und im Vakuum ein- 
gedampft. Diese Prozedur scheint eine Verlustquelle zu sein. Tabelle I 
enthalt Werte von fiinf Seren, bei denen einmal das Bilirubin durch 
Diazotieren im Gesamtextrakt, das zweite Mal durch direkte Messung 
im Petrolatherextrakt, und das dritte Mal durch Diazotieren dieses 
Petrolatherextraktes bestimmt wurde. Schon die Absorption im Petrol- 
ither ergibt in drei Fallen Verluste, und die Diazotierung des Petrol- 
itherextraktes zeigt Werte, die meist kaum die Halfte der urspriing- 
lichen Bilirubinmenge ergeben. Eine quantitative Bestimmung des 
Bilirubins ist also durch Petrolatherextraktion nach dem hier an- 
gewandten Verfahren nicht méglich. 

Fur die Bestimmung des Bilirubins ist nach den bisherigen Er- 
fahrungen nur die Diazotierung im Alkoholextrakt mit verhaltnismaBig 
groBer Genauigkeit durchfiihrbar. Die Diazotierung des Bilirubins. 
d.h. die Bestimmung als Bilirubinazobenzolsulfosiure im gesamten 
alkoholischen Serumextrakt gibt wahrscheinlich noch etwas zu hohe 
Werte. Das kénnen andere, ebenfalls diazotierbare Verbindungen 
machen und auBerdem haben wir auch nach Behandlung der vierten 
Fraktion (bilirubinartige Farbstoffe und Flavine) bei den in Betracht 
kommenden Wellenlangen (570 my) noch eine Lichtabsorption feststellen 
kénnen, wobei allerdings keine typische .,Azokurve* erhalten wurde. 

Es sei hier bemerkt, da®B beziiglich der Petrolatherléslichkeit des 
Bilirubins Ausnahmen an ikterischen Seren beobachtet wurden. Es gelang 
uns einigemal nicht, aus solchen Seren das gesamte Bilirubin aus der an- 
gesauerten alkoholisch-wasserigen Phase durch Petrolather zu extrahieren. 
Diese Beobachtung, die wir vorerst nicht weiter verfolgt haben, laBt sich 
zwanglos mit den Angaben von De Castro (4) iiber den verschiedenen 
Lésungszustand von ,,direktem** und ,,indirektem* Bilirubin im Serum 
in Zusammenhang bringen. 

Weitere Beobachtungen zeigen, dab auch die Léslichkeit der aus 
Bilirubin durch Einwirkung von Licht entstehenden Substanzen ver- 
andert ist, woriiber im nachsten Abschnitt berichtet wird. 














H. Siillmann, E. Széesényi-Nagy u. F. Verzar: 


II. Wirkung von Bestrahlung auf Serumfarbstoffe. 


Fur die Bestimmung von Bilirubin und bilirubinartigen Farbstoffe: 
ist die EKinwirkung von Licht von Bedeutung. Nach Belichtung eine 
reinen Bilirubinlésung, aus der vor der Lichteinwirkung der gesamt: 
Farbstoff in Petrolither iibergefiihrt werden konnte (Fraktion 3), ist 
jetzt nur noch ein Teil des Farbstoffs mit Petrolather extrahierba: 
wahrend der restliche Farbstoff in dem angeséuerten wasserigen Alkoho! 
zuruckbleibt. Bei langdauernder Lichteinwirkung konnte aus eine 
Bilirubinlésung tiberhaupt kein Farbstoff mehr in den Petrolathe: 


iibergefiihrt werden. Der gesamte in der alkoholisch wasserigen Phase 


verbleibende Farbstoff erwies sich jetzt als nicht mehr diazotierbai 
d.h. war kein Bilirubin. In Tabelle I sind Serum E und Serum Sch 
mit einer Quarzlampe 30 Minuten lang aus einer Entfernung von etwa 
30cm bestrahlt worden. Die Menge des diazotierbaren  Bilirubins 
veranderte sich im ersten von 1,06 auf 0,79 mg-°{ und im zweiten von 
0.67 auf 0,28 mg-°%. 

Weitere Versuche wurden so gemacht, da drei Seren mit dei 
Quarzlampe ebenso wie die vorigen bestrahlt wurden und dann die 
verschiedenen Fraktionen nach der Methodik, wie sie in der Arbeit 
von Verzar, Sillmann und Vischer (2) beschrieben worden war, auf- 
gearbeitet wurden. Nach den in der Tabelle I] wiedergegebenen Re 
sultaten befinden sich die durch die Belichtung aus dem Bilirubin 
entstehenden ,,bilirubinéhnlichen Farbstoffe‘* zusammen mit den 
freien Xanthophyllen in der sogenannten X-Fraktion. Nach der Be 
strahlung betragt die Gesamtextinktion des Serumextraktes rund 80°, 
des nicht bestrahlten Extraktes. Diese Abnahme wird gedeckt durch 
die Abnahme der Extinktionen fiir Bilirubin im Serumextrakt. Jedoch 
nimmt die fiir Bilirubin bestimmte Extinktion starker ab, als die Ge- 
samtextinktion. Es sind also durch die Bestrahlung aus dem Bilirubin 


Tabelle II. 





Serum E Serum Sch Serum G 
Unbe- Be- Unbe- Be- Unbe- Be- 
strahlt strahlt strahlt strahlt strahlt strahlt 
F'430)10 em E3010 em 430/10 em 
a) Gesamtfarbstoff . . . 0,964 0,821 0,707 0,548 0,705 _- 
b) Gesamt-(Carotin 
+ Xanthophyllester) . 0,901 0,746 0,601 0447 0,513 0,514 


Bilirubin im Gesamt- 

extrakt bestimmt 

durch Diazotieren . . 0,811 0,609 0,516 0,214 0,426 0,408 
d) X-Fraktion (b—c) . . 0.090 = 0.137 0,085 0233 0087 0,106 


C 


RES ee gp AP eS 93 16.65 12,0 42.5 12,35 — 
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Farbstoffe entstanden, die nicht mehr diazotierbar und auch nicht 
petrolatherléslich sind. DemgemaB miissen sie in der vierten Fraktion 
siehe oben) unter den petrolatherunléslichen Farbstoffen im alkoholisch 
wasserigen Extrakt zu finden sein. Das ist tatsachlich der Fall. Nach 
der Bestrahlung sind die Farbstoffe dieser sogenannten X-Fraktion 
um rund das Doppelte vermehrt. In einem Falle (Serum Sch) steigt 
der Anteil der bilirubinartigen Farbstoffe der X-Fraktion nach der 
Bestrahlung von 12 auf 42,5°%,. 

Wahrend mit unserem friiheren Vorgehen, wobei die X-Fraktion 
nur als Differenzwert bestimmt wurde, die Beobachtung der Veranderung 
des Gehalts an bilirubinahnlichen Farbstoffen nur indirekt méglich 
war, wird nun dadurch, daB wir fiir diese Farbstoffe ihre charakteristische 
Loslichkeit benutzen, méglich, ihre Veranderung auch direkt im Serum 
festzustellen. Sie miissen in der vierten Fraktion der obigen Léslich- 
keitsreihe vorhanden sein. 

Aus der bekannten und auch hier nachgewiesenen Lichtempfind lich- 
keit des Serumbilirubins folgt aber weiterhin, daB fiir eine quantitative 
sestimmung Lichteinwirkungen streng ausgeschlossen werden miissen. 


III, Aufteiung der X-Fraktion. 

In weiteren Versuchen suchten wir nun den Anteil, den die freien 
Xanthophylle an der Serumfarbe haben, zu bestimmen. In der bisher 
als X-Fraktion bezeichneten Fraktion sind auch diese freien Xantho- 
phylle enthalten. Eine getrennte Bestimmung der freien Xanthophylle 
von den anderen Lipochromen (Carotin und Xanthophyllester) ist 
dadurch leicht méglich, daB die letzteren durch Ausschiittein des 
87 °,igen alkoholischen Serumextraktes mit Petr6élather (,,erste Petrol- 
iitherfraktion’’) entfernt und die Xanthophylle nach Verdiinnen. des 
Extraktes mit etwa gleichen Teilen Wasser in Petrolather iiberfiihrt 
werden. 

Siillmann und Vischer (3) hatten nachgewiesen, dab, wenn man 
Kidotter iBt, in dem fast ausschlieBlich freie Xanthophylle als Lipo- 
chrome vorhanden sind, trotzdem im Serum die Menge der carotinoiden 
Farbstoffe einschlieBlich der Xanthophyllester ansteigt, dagegen nicht 
die Menge der freien Xanthophylle. Wir haben nun neue diesbeziigliche 
Versuche ausgefiihrt, die in Tabelle III] wiedergegeben sind. Bei diesen 
wurden die freien Xanthophylle direkt bestimmt. Die Bestimmungen 
zeigen zuerst, daB neben Carotin- und Xanthophyllester im niichternen 
Blute immer auch Xanthophylle vorhanden sind, und zwar in Mengen, 
die einem F495 em von etwa 0,1 entsprechen. Bei Eidotterfiitterung 
ist bei drei verschiedenen Personen die Menge der freien Xanthophylle 
nicht gestiegen; dagegen hat in allen drei Fallen die erste Petrolather- 
fraktion, die Carotine und Xanthophyllester zusammen enthalt, deutlich 














H. Siillmann, E. Szécsényi-Nagy u. F. Verzar: 


Tabelle Il. 





1. Petrolatherfraktion 2. Petrolitherfraktion 
(Carotin + Xanthophyllester) (Xantophylle) 
Versuch aiuto ceil ccanlinicnin 
E430 10 em Ey 10 em E439 10 em E479 10 em 
o== 1:10 y= 1:10 v=1:10 v=1:10 
1! 24. VI. FF. niichtern 0.1911 0,2304 0,111 0,1079 
’ | 26. VI. F. Eidotter 0),2487 0,2924 0,122 0,12 
| 25. VI S. nichtern 0,1694 0,2041 0,1124 0,1149 
6% “gas VI S. Eidotter 0,2172 0,2411 _ — 
| 1 Vil. S. Eidotter 0,1904 0,2157 0,1121 0,1079 
a ; 28: VA H. nichtern 0,0783 0.0825 0,1192 0,1135 
“| 28. VI. H. Kidotter 0,0904 0,0896 0,0629 — 
4. Mischserum nichtern 0,0853 0,0996 0,9617 0,06% 


zugenommen. Das bestatigt unsere friiheren Befunde, in denen dasselbe 
Xesultat auf indirektem Wege (aus der X-Fraktion) gewonnen wurde 

AuBer dieser Bestatigung zeigen diese neuen Bestimmungen, dal) 
das normale menschliche Serum immer auch freie Xanthophylle enthalt 
Wir werden spater sehen, daB im normalen Serum auBer Xantho 
phyllen in der ,,X-Fraktion’’ keine anderen Farbstoffe (oder doch nu 
in quantitativ hier nicht erfaBbaren Mengen) vorhanden sind. 


IV. Chromatographische Aufteilung der Serumfarbstoffe. 

Auf Grund ihrer verschiedenen Verteilung zwischen wasserigem 
Alkohol und Petrolather ist also eine Trennung in die eingangs genannten 
Farbstoffe bzw. Farbstoffgruppen méglich. Es erhebt sich nun die Frage 
ob diese Trennungen zur quantitativen Bestimmung der Fraktionen 
ausreichend sind und ferner, ob in den Fraktionen neben den angegebenen 
Farbstoffen noch andere Farbstoffe in nennenswerten Mengen vorliegen. 
Diese letzte Frage haben wir mit Hilfe der chromatographischen Ad- 
sor ptionsmethode zu entscheiden versucht. 


Die Tswettsche chromatographische Adsorptionsmethode hat sich dank 
den Arbeiten besonders von Kuhn, Winterstein, Karrer und Zechmeiste) 
fiir die Analyse von Farbstoffgemischen als sehr brauchbar erwiesen. Wit 
benutzten diese Methode in erster Linie deshalb, um unsere Farbstoff 
fraktionen auf ihre Einheitlichkeit zu priifen. Da wir bis auf die geringe 
Menge der in der vierten (alkoholisch-wasserigen) Fraktion enthaltenen 
Farbstoffe die gesamten Serumfarbstoffe in petrolatherische Lésung bringen 
kénnen, ist eine Vorbedingung fiir die chromatographische Analyse de1 
Serumfarbstoffe nach dem in der Carotinoidchemie gebrauchlichen Ver 
fahren erfiillt. Es handelt sich fiir uns hauptsachlich um die chromato 
graphische Trennung des Bilirubins von den Carotinoiden. 

In Versuchen mit reinen Lésungen von Bilirubin und Lutein in Petro! 
iither (gewonnen durch Ausschiitteln einer angesaiuerten alkoholisch- 
wisserigen Lésung dieser Substanzen) erwies sich die Adsorption an wasser 
freiem Natriumsulfat als sehr zweckmaBig: Bilirubin wird sehr stark adsor- 
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ert, Lutein weniger. Das durchlaufende Filtrat ist farblos. Dureh Nach- 
waschen mit Petrolather wird Lutein in den unteren Teil der Adsorptions- 
hicht verdrangt, Bilirubin dagegen bleibt an der obersten etwa 0,5 mm 
breiten Na,SO,-Schicht haften. Leichter als mit Petrolather gelingt die 
\uswaschung des Luteins mit alkoholhaltigem Petrolather. 


Die Adsorption an Na, SO, versagte jedoch bei Versuchen mit Serum- 
extrakten: aus der petrolatherischen Lésung wird in diesem Falle iiberhaupt 
vein Farbstoff adsorbiert. Das liegt offenbar an der Anwesenheit von 
Lipoiden, denn bei Zusatz von etwas Cholesterin zu einer reinen petrol- 
atherischen Lésung von Bilirubin und Lutein wurde dieselbe Beobachtung 
gemacht wie mit Serumextrakten. 

Als geeigneteres Adsorptionsmittel erwies sich Al,O, (Merck, ,,zu 
Adsorptionszwecken*'). An dieses kann Bilirubin auch aus alkoholischer 
Losung adsorbiert werden, allerdings weniger gut aus Serumextrakt. 
Noch besser als Bilirubin werden aus der alkoholischen Lésung die bili- 
rubinartigen Farbstoffe adsorbiert. Aus einer mit Ultraviolettlicht 
hestrahlten alkoholischen Lésung von Natriumbilirubinat bildete sich 
beim DurchgieBen durch eine Al,O,-Saule eine obere, dicht graue Zone: 
darunter wurde das Bilirubin adsorbiert. Dasselbe wurde mit einem 
alkoholischen Serumextrakt beobachtet, nur daB die Adsorption des 
Bilirubins weniger fest war als aus reiner Bilirubinlésung. Neben der 
Trennung des Bilirubins von den Bilirubinabbauprodukten durch 
Petrolatherextraktion kann also auch die chromatographische Methode 
zum Nachweis und zur Trennung dieser Farbstoffe herangezogen 
werden. 

(Bei der Adsorption des Serumbilirubins aus petrolitherischer Losung 
wurde einigemal unterhalb der ersten, dicht gelben Adsorptionszone und 
vetrennt durch eine zonenfreie Schicht eine zweite, schwach gelbe Adsorp- 
tionszone beobachtet. Es handelt sich vermutlich aber auch hier um Bili- 
rubin.) 

Zusammenfassend laBt sich das chromatographische Bild mit 
Serumextrakten folgendermaBen darstellen: Die aus dem Alkohol- 
extrakt in Petrolather iibergefiihrten Serumfarbstoffe (ohne Fraktion 4) 
geben bei ihrer Adsorption an Al,O, folgende Adsorptionszonen: 
1. Zone: gelb, mit Petrolather nicht extrahierbar, nach Elution mit 
Alkohol diazotierbar: Bilirubin. 2. Zone: rotgelb, mit Petrolather 
schwer, mit Alkohol leicht eluierbar, bei der Verteilung zwischen 87 °,,igem 
Alkohol und Petrolither im Alkohol: Xanthophyll. 5. Zone: rotgelb. 
mit Petrolather eluierbar, bei der Verteilung im Petrolather: Carotin. 
Ohne Fraktion 4 sind also im normalen menschlichen Serum danach 
ausschlieBlich Bilirubin, Xanthophylle und Carotine als Farbstoffe 
enthalten. 

Bei der Chromatographie des petrolatherischen Extraktes von 
Pferdeserum wurden nur zwei Adsorptionszonen erhalten: Xanthophyll 
fehlte. Neben Bilirubin enthalt Pferdeserum also nur Carotin als Lipo- 
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chrom [(siehe Zechmeister, Tuzson und Ernst (5)]. Xanthophyll fehit 
auch bei der Chromatographie des Petrolétherextraktes aus eine 
menschlichen ikterischen Serum. 


I’. Methode der quantitativen Bestimmung der Serumfarbstoffe. 

Auf Grund obiger Befunde wurde die quantitative Aufteilung de 
Serumfarbstoffe folgendermaBen durchgefiihit: Blutentnahme, Serun 
gewinnung und die Aufarbeitung geschahen im verdunkelten Zimme 
10cem Blutserum werden in 75 ccm Alkohol gebracht und ! , Stund 
im Dunkeln stehen gelassen und dann unter Druck durch einen Jenae) 
(ilasfiltertiegel G, in einen 100 cem fassenden MeBkolben filtriert. De: 
Niederschlag im Kolben und im Tiegel wird zweimal mit Alkohol, da- 
letzte Mal unter Zusatz von lI cem Petrolather ausgewaschen. De 
alkoholische Extrakt wird auf ein Volumen von 100 ccm gebracht 
50 cem werden zur Bestimmung der Lipochrome (A) in einen etwa 
200 cem fassenden Schiitteltrichter pipettiert: die restlichen, zur Bi 
stimmung der Gesamtabsorption (B) und des Bilirubins (C) dienende: 
50 cem werden nochmals durch ein Glasfilter G, filtriert. 

A. Der alkoholische Extrakt wird mit 15 cem Petrolather gemischt 
durch Zugabe von 40 com Wasser wird entmischt, wobei sich die Lipo 
chrome in der oberen Schicht (Petrolather) finden. Man trennt erst 
wenn eine vollstandige Entmischung erzielt und die obere Schicht 
véllig klar ist. Die alkoholisch-wasserige Lésung wird abgelassen 
die im Scheidetrichter verbleibende petrolatherische Lésung wird mit 
50 °,igem Alkohol gewaschen und der Waschalkohol zu der alkoholisch 
wasserigen Lésung gegeben. Der die Lipochrome enthaltende Petrol- 
ather wird in ein 25-cem-MeBkélbchen iibergefiihrt. Die alkoholisch- 
wiasserige Lésung wird noch zweimal mit je etwa 5ccm Petrolathe: 
ausgeschiittelt, die petrolatherischen Extrakte gewaschen und ebenfalls 
in das MeBkélbchen gebracht. Mit Petrolather wird aufgefiillt und die 
Losung in der bedeckten 5-cm-Kiivette im Stufenphotometer mit den 
Filtern Sys, S47, S59, S53, S57, Szo gemessen. Als MeBfilter diente S,.. 
Sj, zeigt mit den Serumlipochromen ein kleines Absorptionsmaximum. 
Die Lipochrome werden also in einer Verdiinnung gemessen, die einem 
Verdiinnungsverhaltnis von 1:5, bezogen auf Serum, entspricht. Fii 
die Berechnung (siehe unten) wird die ermittelte Extinktion dahei 
durch 2 dividiert. 

x) Eine getrennte Bestimmung der Carotine und Xanthophyll- 
ester ist dadurch méglich, daB nach Entfernung der freien Xantho- 
phylle der Lipochromextrakt verseift und mit 87 °,igem Alkohol extra 
hiert wird. 

B) Die getrennte Bestimmung der im Serum vorhandenen freien 
Xanthophylle von den Carotinen und Xanthophyllestern geschieht aut 
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folgende Weise: Mit der ersten Petrolatherextraktion werden aus dem 


ivspriinglichen alkoholischen Serumextrakt die Carotine und Xantho- 
phyllester entfernt. Darauf wird der alkoholische Serumextrakt mit 
vleichen Teilen Wasser verdiinnt und mit Petrolather die freien Nantho- 
phvile extrahiert. 

B. Zur Bestimmung der Gesamtabsorption wird der alkoholische 
ixtrakt ebenfalls in der 5-cm-Kiivette im Stufenphotometer gemessen. 
Sowohl die petrolatherische Lésung der Serumlipochrome als auch 
der gesamte alkoholische Extrakt zeigen mit dem Filter S,, eine Licht- 
durehlassigkeit von 100°,, was zur Kontrolle, ob véllig klare Extrakte 
vorliegen, dient. 

C. Nach der Bestimmung der Gesamtabsorption werden 20 cem 
des alkoholischen Extraktes in ein 25-cem-Kélbchen pipettiert, mit 
| cem Diazogemisch (5 cem salzsaure Losung von Sulfanilsdure + 0,5cem 
0.5% iges NaNQO,) versetzt und 10 Minuten zur Kuppelung stehen- 
gelassen. Darauf werden 2,5cem HCl konz. zugegeben, mindestens 
30 Minuten stehengelassen, auf 25cem mit Alkohol aufgefiillt und 
durch Glasfilter G, filtriert. Messung im Stufenphotometer in der 
5-em-Kiivette ; als MeBfilter dient S.,. Dieses Filter zeigt ein ausgepragtes 
Maximum der Lichtabsorption fiir den Azofarbstoff. 

Berechnung: Die unter C. bestimmte Lichtextinktion fiir das 
diazotierte Bilirubin mit dem Filter S., wird durch Multiplikation mit 
0.840 auf die Extinktion derselben Bilirubinmenge mit S,, umgerechnet. 
(Fiir eine 0,1 °,ige reine Bilirubinlésung in Alkohol bestimmten wir 
3 eine Extinktion von 03840; 
die gleiche Menge diazotiertes Bilirubin ergab unter Beachtung unserer 


mit der 5-em-Kiivette und dem Filter S 


Verdiinnungsverhaltnisse mit S,,5cem EF = 0,457. Diese Angabe 
yvenugt, um die in dieser Arbeit aufgefiihrten Extinktionswerte nétigen- 
falls auf die entsprechende Bilirubinmenge umzurechnen.) Zu beachten 
ist, daB sich alle Zahlen auf eine Serumverdiinnung von 1: 10 beziehen. 
Die durch die bilirubinartigen Farbstoffe (evtl. mit Flavinen) be- 
dingte Lichtextinktion ergibt sich dann als Differenz: B — (A + C). 
Als Beispiel diene die Aufarbeitung von drei Seren in Tabelle IV. 
Diese Zahlen sollen lediglich einen Cherblick iiber das Verteilungs- 
verhaltnis der Farbstoffe im Serum, wie es nach der beschriebenen 


Tabelle IV. 








Bilirubin Bilirubinartige 


Gesamt- um- ae Farbstoffe + Flavine 
Diagnose absorption a ae Lipochrome berechnet auf 
au : 
E4305 em = 4305 em 4305 em F430)5 em 
Herpes zoster, Lues latens 0.7695 0,660 0.1145 0) 
A. gesund. .... , 0.3297 0,182 0.1522 0.0155 
W.gesund. . . or 0,7825 0,686 0,096 0 
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Methode erhalten wird, geben. Zusammen mit unseren sonstigen zah| 


reichen Bestimmungen der Serumfarbstoffe kénnen wir annehmen 
da die Fraktion der bilirubinartigen Farbstoffe (mit Flavinen) in 
normalen und auch in vielen pathologischen Seren mengenmapig gegen 
iiber den anderen Farbstoffen kaum in Betracht kommen. In zwe 
Seren der Tabelle IV fehlen sie ganz, so daB in diesen Fallen die gesamt: 
Lichtabsorption des alkoholischen Extraktes gedeckt ist durch die vo1 
Bilirubin und den Lipochromen verursachte Absorption. Es muB abe: 
hervorgehoben werden, daB die ganze Untersuchung, einschlieBlich 
Blutentnahme, unter AusschluB direkter Belichtung vorgenommen 
werden mub, weil sonst gréBere Mengen von solchen_ bilirubinartigen 
Farbstoffen entstehen. 
Zusammenfassung. 


1. Zur Bestimmung der Serumfarbstoffe: Bilirubin, Carotin 
Xanthophyllestern, Xanthophyll und_ ,,bilirubinartigen’ Farbstoffen 
(nebst Flavinen) wird eine Methode beschrieben, die auf der verschiedenen 
Verteilung der einzelnen Farbstoffe zwischen Alkohol und Petrolathe: 
beruht. 

2. Bilirubin wird am zweckmabigsten im alkoholischen Serum 
extrakt als Bilirubin-Diazobenzolsulfosiure bestimmt. 

3. Die aus Bilirubin durch ultraviolette Belichtung entstehenden 
Farbstoffe sind im Gegensatz zu unverandertem Bilirubin in 
Petrolather unléslich. Sie sind auch nicht diazotierbar. 

4. Der Farbstoffkomplex des normalen Serums besteht fast aus- 
schlieBlich aus Bilirubin und den Lipochromen. Daneben kénnen im 
Verhaltnis zu diesen Hauptfarbstoffen nur ganz geringe Mengen bili- 
rubinartiger, nicht diazotierbarer Farbstoffe vorkommen. Jedoch 
nimmt die Menge dieser Stoffe durch Belichtung zu. 

‘5. Chromatographisch laBt sich eine Trennung und Charakteri- 
sierung der Serumfarbstoffe am besten mit Al,O, durchfiihren. Auch 
auf diese Weise ergibt sich, da®B nur Bilirubin, Carotine und Xantho 
phylle im normalen Serum vorhanden sind. 
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Die Resorption von Gallensiuren aus verschiedenen 
Diinndarmabschnitten. 
Von 
E. Froélieher. 
(Aus dem Physiologischen Institut in Basel.) 


(Eingegangen am 18. November 1935.) 


Tappeiner? hat 1878 beschrieben, dal aus verschiedenen Darm- 
ibschnitten von Hunden Gallensdiuren mit sehr verschiedener Ge- 
schwindigkeit resorbiert werden. 

Nach seiner Darstellung wird ,,im Duodenum weder aus glyko- oder 
taurocholsauren, noch aus cholsauren LOsungen etwas aufgenommen, und 
auch im ganzen Jejunum andert sich fiir Losungen letzterer beiden Sauren 
dieses Verhalten nicht**. ,,Dagegen wird glykocholsaures Natron hier sehr 
leicht resorbiert; im gesamten Ileum hinwieder Kann bei allen dreien die 
veforderte Menge durch die Analysen nicht wiedergefunden werden.** Das 
verschiedene Verhalten fiihrt er auf Verschiedenheiten der Epithelien 
zuruck, die allerdings anatomisch nicht nachweisbar sind ®. 

Es ist auBberordentlich merkwiirdig, dab Substanzen von so grober 
Wasserléslichkeit, welche sehr leicht diffundieren, im Darm_ nicht 
iitberall rasch resorbiert werden sollen. Ein solches Verhalten scheint 
durchaus im Gegensatz zu einfachen physikalisch-chemischen Gesetz- 
maBigkeiten zu stehen. Es ist deshalb tiberraschend, dab seit bald 
60 Jahren diese Angabe nicht nachgepriift wurde. Prof. Verzdr hat 
deshalb vorgeschlagen, entsprechend dem Programm dieses Instituts, 
die Resorptionsvorgange beziiglich ihrer Erklarbarkeit auf Grund von 
Diffusion und Osmose zu studieren, die Versuche von Tappeiner mit 
neuer Methodik wieder zu untersuchen. Sollten seine alten Resultate 
tatsachlich bestatigt werden, so ware das ein Beweis dafiir, dal} ver- 
schiedene Teile des Darmkanals ganz verschiedene Aktivitaten ent- 
wickeln. 

Methodik. 

Zu den Versuchen wurden weibliche, nicht trachtige Ratten von 180 
bis 200g Koérpergewicht benutzt. Sie hungerten 15 bis 18 Stunden und 
wurden dann mit 1,2 mg Urethan pro g subcutan narkotisiert. Nach etwa 
1), Stunden wurde die Bauchhoéhle eréffnet, der Gallengang abgebunden, 


und der Darm vom Duodenum aus mit 37°,iger Ringerl6sung mittels Nadel 

1 H. Tappeiner, Sitzungsber. d. K. Akad. d. Wissensch. Wien 77, 3, 
281, 1878. 2 Tappeiners Angabe ist in der spiteren Literatur gewOhnlich 
ganz falsch zitiert. Die Ursache hierfiir ist, daB das Referat der schwer 
zuginglichen Arbeit in Maly, Fortschritte der Tierchemie 1, 249, 1878, 
falsch referiert ist. Es wird dort angegeben, da im Hleum ebenso wie im 


Duodenum die Gallensiuren nicht resorbiert werden. 


18* 
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und Spritze durchgespult, mit den Fingern leicht nachgestrichen und e 


abgemessene Darmschlinge abgebunden. Ein weiterer Faden wurde 7 
Unterbindung nach der Injektion um den Darm gelegt. Dann wurde 
Bauchhéhle bis auf eine kleine Offnung verschlossen,. die Tiere gut erwat 
und | Stunde lang auf die Seite gelegt. Nun wurde in die abgebundce 
Darmschlinge die abgemessene Menge Gallensaéurel6sung injiziert, ras: 
unterbunden, die Bauchhéhle wieder verschlossen und das Tier wahre: 
2 Stunden sich selbst iiberlassen. Dann wurde die Darmschlinge herau 
veschnitten, in ein GefaB entleert und mit 30cem Athylalkohol ausgewasche 
Es wurden immer 7 cm lange Darmstiicke gewahlt. Die Lange der NStiic! 
wurde nach dem Tode nochmals gemessen, da sich wegen der tonisch: 
Kontraktionen am lebenden Tier Unterschiede zeigen kénnen. Vom Du 
denum wurde das oberste Stiick benutzt, vom Jejunum ein Stiick, ci: 
2 em unterhalb der Stelle lag, wo der Darm ein freies Mesenterium besitzt 
beim [leum lag die obere Abbindung 8 em vor der Valvula Bauhini. 

Die Injektion der gelésten Gallensdure geschah immer mit derselhe 
Nadel und einer Tuberkulinspritze. Injiziert wurde Cholsaure (Mer 
und Glykocholsaure (bdhkringer), welche mit Natriumearbonat neutralisiet 
wurden; taurocholsaures Natrium (Poche) wurde als solches bezogen urn 
wo NaCl gelést. Die Lésunge) 
waren demnach hypotonisch. Von den 1° igen Losungen wurden 0,7 cc1 
eingespritzt. Zur Umgehung von Verlusten in Spritze und Nadel wurde: 
diese nach der Injektion mit Alkohol ausgespult und diese Spiilfliissigke 


benutzt. Alle drei Salze wurden in 


mit dem spater gewonnenen Darminhalt zusammen aufgearbeitet. Di 
Kichung ergab, dai 0,7 cem unserer Spritze 7,6 mg Gallensdiuren ent 
sprachen. 

Die nach Beendigung des Versuchs durch Ausspiilen des Darms e1 
haltene alkoholische Waschfliissigkeit wurde auf dem Wasserbad eing: 
dampft, da sich sonst st6rende Triibungen bei der Photometrierung zeigtet 
Der Riickstand wurde mit Athylalkohol aufgenommen, in ein Kélbehe 
filtriert, auf 30 cem aufgefiillt, und davon 3 ccm zur Analyse benutzt. 

Die Menge der Gallenséure wurde stufenphotometrisch nach der Met hou: 
von Stéllmann und Schaub', Ausfiihrung I, bestimmt. Die Giiltigkeit ce 
Lambert-Beerschen Gesetzes wurde fiir die verwendeten Gallensadur: 
l6sungen bestatigt. Der Extinktionskoeffizient mit dem zur Messung 
dienenden Filter S 57 betrug mit 2 em Kiivette und mit den verwendete: 
Praparaten fiir | mg Cholséure 1,289, fiir 1 mg Glykocholsaure 1,023, fii 
1 mg taurocholsaures Natrium 0,985. Die Methode bewahrte sich ftir unser 
Gallenséurel6sungen gut. 

Ehe wir an die Versuche herangingen, machten wir zwei Kontro! 
versuche. Im ersten wurde an mehreren Tieren untersucht, ob man aus al 
gebundenen Darmschlingen, wenn man keine Gallenséurel6sungen injiziert 
mit der oben beschriebenen Methode auch keine Gallensaure enthaltende: 
Losungen bekomme. Tatsachlich fand ich nach Auswaschen des Duodenum- 
und Anstellen der Gallenséurereaktion 99°, des Jejunums 96°, und de 
Heums 99°, Lichtdurchlassigkeit. Es laBt sich also die Gegenwart vor 
Gallensaiuren nicht nachweisen, wenn keine injiziert wurden. 

Ein anderer Kontrollversuch sollte der Feststellung dienen, ob nac} 
Einspritzen einer bestimmten Gallensiuremenge in eine Darmschlinge dies 


' H. Stllmann u. L. Schaub, diese Zeitschr. 251, 369, 1932. 
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Tabelle 1. Versuche an toten Tieren. 





ersue iat met Zuriickerhalten 
versuch Darmsehlinge —— 
Nr. F © yz 
Sa Duodenum Glykocholsaure 6,04 79,5 
b Jejunum = 5.96 78,4 
¢ Ileum 9 6,02 79,2 
Ya Duodenum l'aurocholsaure 5,87 113 
b Jejunum 3 5.54 76.9 
¢ lleum * 6,71 S1,7 
LOa Duodenum Cholsaure 6,41 84.3 
b Jejunum _ 6,28 82,7 
lleum ‘ 5,97 78,6 
Mittelwert: 79.8 


auch quantitativ wieder zuriickgewonnen werden kann. An toten Tieren, 
deren Darm vom Mesenterium losgetrennt wurde, injizierte ich in die aus- 
gespiilten Darmschlingen Gallenséiurelésungen. Sogleich danach wurde die 
Darmschlinge wieder entleert, ausgewaschen und die Gallensauremenge 
bestimmt. Wie die Tabelle I zeigt, gelang es nur rund 80°, zuriick- 
zugewinnen; die Werte schwanken zwischen 77 und 84°,. Die Ursache 
kann sein, daB die Gallensauren teilweise so rasch eindringen, daB sie bereits 
nach 1 Minute nicht mehr aus der Schleimhaut auswaschbar sind. Dieser 
Fehler haftet samtlichen Bestimmungen an und ich habe deshalb in allen 
Versuchen von der injizierten Menge nur 80°, in Betracht gezogen: alle 
Resorptionswerte beziehen sich also auf diese reduzierte Menge. 


Versuche, 

In Tabelle LI, IT und LV ist die Resorption von Cholsaure, Glyko- 
cholsiure und Taurocholsaure zusammengestellt. Bei den mit * be- 
zeichneten Versuchen wurde an ein und demselben Tier in drei ver- 
schiedene Darmschlingen gleichzeitig je 0,7 cem injiziert. In den anderen 
Versuchen ist fiir jeden Darmteil ein eigenes Tier benutzt worden. 
Beide Methoden gaben gleiche Resultate. 


Tabelle Il. Resorption von cholsaurem Na. 








Versuch Duodenum, resorbiert Jejunum, resorbiert lleum, resorbiert 
Nr. mg 9/5 mg 0}, mg 9% 
32* 1,20 15,8 he »,02 4 66,2 4 
33* 0,84 11,10 1,92 2,38 31,8 
34* 1,73 22,78 2,38 3,08 39,6 
35* 1,98 26,05 2,11 2,88 37,9 
36* 1,24 16,31 1,25 2,75 36,2 
37* 0,91 12,0 1,68 2,47 32,5 
Mittelwert: 17,34 24,38 35,50 


~ Zum Mittelwert nicht benutzt. 
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Tabelle III. Resorption von glykocholsaurem Na. 





Versuch Duodenum, resorbiert Jejunum, resorbiert lleum, resorbiert 
Nr. mg ( mg OT, mg 
17 1,11 14.6 0,53 7 6,63 7 4,77 62,80 
18 0,21 2,78 1,52 20,0 — - 
27 0,39 5,13 1,37 18,05 3,19 42.0 
28 0 0 0,80 11,52 4.36 57,5 
29 1,74 22,90 1,97 25,85 4,77 62,8 
39* 1,51 19,9 1,67 22,0 4,21 55,5 
40 1,14 15,0 2,17 28,6 3,22 42.4 
Mittelwert : 11,47 21,00 53,83 


+ Zum Mittelwert nicht benutzt. 








Tabelle IV. Resorption von taurocholsaurem Na. 
Versuch Duodenum, resorbiert Jejunum, resorbiert lleum, resorbiert 
Nr. mg 9/5 ng ( mg 0 
19 0,43 7 5,66 7 3,63 47,8 5.51 72,5 
20 1,37 18,0 2,63 34,6 5,66 74,5 
22 2,23 29,38 4,34 57,0 5,47 72,0 
23 1,09 14,35 4.36 57,4 5,29 69,6 
24 2,99 39,4 3,78 49.8 : 
25 2,81 37,0 2,72 35,8 5,51 72.6 
31* 1,96 25,8 3,26 42.9 5,25 69,10 
38* 2.62 34,5 3,87 51,0 5,33 70,2 
Mittelwert : 28,34 47,03 71,5 


+ Zum Mittelwert nicht benutzt. 


In Tabelle V sind die Mittelwerte der Resorption fiir alle drei 
Gallensauren in den drei verschiedenen Darmteilen zusammengestellt 
Jeder Mittelwert beruht auf sechs bis acht einzelnen Versuchen, Dies 
Ubersichtstabelle enthalt zwar Mittelwerte, zeigt aber, daB die Grenz 
werte der verschiedenen Versuche zu denselben SchluBfolgerungen 
ermachtigen, die man auch aus den Mittelwerten ziehen kann (Tabelle V) 


Tabelle V. Ubersichtstabelle der Mittelwerte. 








F Glykocholsiure, Taurocholsiure, 
Cholsaure, resorbiert resorbiert resorbiert 
oe, 0/5 0 
Duodenum ... 17,34 11,47 28,34 
(11,10—26,05) (0—22,90) (14,35—39.4) 
Jejunum .. : 24.38 21,00 47,03 
(16,45—31,38) (11,52—28.6) (34,6—57,4) 
A ise Gs 35,50 53,83 71,50 
(31,5—39,6) (42,0—63,0) (69,1—74,5) 


bis 8 Versuchen. 





Werte in ( ) bezeichnen die Grenzwerte in 6 
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Als Resultat ergibt sich, daB alle drei Gallensdiuren am schlechtesten 


‘us dem Ducdenum, etwas besser aus dem Jejunum und weitaus am 
hesten aus dem lIleum resorbiert werden. Ferner bestehen auch 
(‘nterschiede zwischen den drei Gallenséuren. Aus demselben Darm- 
teil wird am besten immer die Taurocholsaure resorbiert, wahrend Chol- 
-aure und Glykecholsaure sich nicht wesentlich verschieden verhalten: 
nur im Ileum scheint die Glykocholsaure besser als die Cholsaure resor- 
biert zu werden, worauf wir aber auf Grund der vorliegenden Zahlen 
kein grofes Gewicht legen wollen. Vollstandig sicher ist wehl der Schlul, 
daB das Hleum weitaus am besten resorbiert. 


Diskussion. 


Wenn wir dieses Resultat mit dem ven Tappeiner vergleichen, 
-o kénnen wir seine Befunde, die er an Hunden und Katzen gemacht 
hat, in mancher Hinsicht bestatigen und erganzen. Bei der Cholsaure 
findet Tappeiner bei Hunden im Duodenum und Jejunum zusammen 
gar keine Resorption, ich dagegen 17 bis 24°, der eingegebenen Menge. 
Es ware sehr merkwiidig, wenn derartig leicht diffusible Stoffe iiber- 
haupt nicht resorbiert wiirden, so daB uns unser Befund wahrschein- 
licher erscheint. Dagegen ist unser Wert im Ileum, wo wir auch einen 
Resorptionswert von 40,4°,, gefunden haben, ganz ahnlich dem einzigen 
Versuche von Tappeiner an einer Katze. Bei der Glykocholsaure fand 
Tappeiner im Duodenum eine geringere Resorption, im Jejunum eine 
hedeutend gré8ere, im Ileum sind dagegen unsere Befunde wieder 
gleich mit den seinen von 53°, Resorption. Bei der Taurocholsaure 
findet Tappeiner im Duodenum und Jejunum entweder gar keine 
oder eine sehr geringe Resorption, im Ileum dagegen in vier Versuchen 
recht schwankende Werte, jedoch auch hier die starkste Resorption, 
die er tiberhaupt beobachtete (71°,): sie entspricht wieder unserem 
Wert. Wenn wir also auch beziiglich Einzelheiten mit Tappeiner 
nicht tbereinstimmen, was bei der verschiedenen Methodik selbst- 
verstandlich ist, so ergibt sich doch aus unseren Versuchen dasselbe 
wie aus seinen: Die weitaus beste Resorption findet im Ileum statt, 
und am starksten wird Taurocholsdure resorbiert. 

Die physiologische Bedeutung dieses Befundes kénnte sein, dab 
die Gallenséuren, deren Gegenwart im Darm zur hydrotropen Loésung 
der Fettsauren nétig ist (um diese diffusibel zu machen!), im oberen 
Darmteil nicht resorbiert werden, um den Fetten zur Verfiigung zu 
stehen. Die Fettresorption ist bis zum unteren Teil des Diinndarms 
vollstandig abgelaufen, und jetzt kénnen auch die Gallensduren re- 
sorbiert werden. Wenn ein solcher Mechanismus auch durchaus zweck- 


1 F. Verzar u. A. Kithy, diese Zeitschr. 210, 261, 265, 1929. 
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) 


mabig erscheint, so ist es doch ganz ratselhaft, welche Krafte die R: 


sorption dieser sehr gut loslichen Substanzen aus dem Duodenum un 
Jejunum verhindern bzw. wesentlich vermindern kénnen. Anatomisch: 
Unterschiede kénnen diese Verhaltnisse nicht erklaren. Die Oberflach: 
der Darmschleimhaut ist im Duodenum eher gr6Ber als im Heum, wei 
die Zotten im Duodenum langer sind. Ferner kommt in unseren Ve 
suchen auch keine Bindung der Gallensauren an Fette in Betracht 
die ihre Resorption verhindern kénnten, denn wir arbeiteten am niich 


ternen Tier und am ausgewaschenen Darm. 


Kine weitere Untersuchung dieser Frage, die auf Wunsch von 
Prof. Verzdr in unserem Institut ausgefiihrt wurde, ergab ferner, dali 
die beschleunigte Resorption der Taurocholséure im unteren Teil des 
Diinndarms auch nicht durch verschiedene Reaktionsverhaltnisse 
bedingt sein kann. Zu diesen Versuchen wurde ein 30 cm langes Stiick 
des obersten Jejunums und ein ebenso langes Stiick des untersten 
Ileums benutzt. Injiziert man in diese je 3 ccm einer 1 °,igen Lésung 
von Natriumtaurocholat in Phosphatpuffer von py 5,9 oder von px 7.8 
so ergeben sich immer dieselben Differenzen: besonders bei einstiindigen 
tesorptionsversuchen findet man, daB im Ileum das Mehrfache, bis 
neunmal so viel Taurocholséure resorbiert wird als im oberen Jejunum 
(Tabelle VI.) 

Tabelle VI. 


Resorption von taurocholsaurem Na bei verschiedenem px. 





Verssa) Dauer der Jejunum ; Tleum 
rsuch Resorption : resorbiert : resorbiert 
Nr. Std. PH ( Pu ‘ 

41 2 6,25 46,6 6,25 66.2 
43 2 5,90 69,0 5,90 97,8 
44 2 5.90 54,0 5,99 99,0 
42 2 7,65 23,35 7.65 94.6 
45 2 7,80 69,0 7.80 98.9 
46 2 7,80 74,3 7,80 97,5 
47 1 5,90 15,; 5,90 87,6 
48 * ] 5,90 13,3 7,80 61.5 
49 * 1 7,80 39.6 5,90 83,6 
50 l 7,80 10,3 7.89 95,6 


* Verschiedenes Py in den beiden Darmschlingen. 


Eine andere Moéglichkeit, diese Differenzen zu erklaren, schien 


daB eventuell im oberen Teil des Diinndarms die Gallensauren von der 


Darmschleimhaut ausgeschieden werden. Eine Bewegung in um- 


gekehrter Richtung wiirde die Resorption unméglich machen. Es wurde 


deshalb Ratten subcutan 5cem 5°,iges Natriumglykocholat odet 
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\Natriumtaurocholat eingespritzt. Im Jejunum und Lleum wurde je 
ine 30cm lange Schlinge abgebunden und ausgewaschen. Nach Ver- 
lauf von 2 bis 6 Stunden wurde untersucht, ob in die Darmschlinge eine 
\usscheidung von Gallensaure stattgefunden hatte. Das Resultat war 
vollstandig negativ. Eine Erklarung fiir die Unterschiede der Resorption 
lie} sich also bisher nicht finden. 


Zusammenfassung. 


Der Befund von Tappeiner (1878) wird bestatigt und erganczt: 
Von Cholséure, Glykocholséure und Taurocholsaure wird die letztere 
am besten resorbiert, und die Resorption geht im [leum fiir alle drei 
Gallensauren wesentlich rascher vor sich, als in den oberen Teilen 
des Diinndarms. 














Aussalzen und Peptisieren 

von Edestin durch Mischungen zweier Salzlésungen. 
Von 

K. Holwerda. 


(Aus dem van ‘t Hoff-Laboratorium der Reichsuniversitat in Utrecht.) 
(Eingegangen am 12, November 1955.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wahrend bei den vorigen Untersuchungen iiber das Peptisieren und 
Aussalzen von Edestin durch Salzlésungen! immer der EinfluB eines 
Salzes verfolgt wurde, bezieht sich die nachstehende Untersuchung 
auf den EinfluB eines zweiten Salzes hierbei. Von den untersuchten 
neutralen Salzlésungen wirkte allein Na,SO, in héherer Konzentration 
aussalzend bei Edestinsolen, und wir wollen verfolgen, wie sich de: 
KinfluB anderer ihnen hinzugefiigter Salze gestaltet. 


I. Pinflu6 anderer Salze auf das Aussalzen von Fdestin dureh Na,S8O,. 


Diese Frage ist bereits von Biichner und Postma ®* hei Gelatinesolen unter 
sucht worden; sie unterschieden hierbei Salze, die das Aussalzen von Gelatine 
durch Na, SO, fordern, und andere, die diesem ProzeB entgegenwirken 
Zugleich zeigte sich, da die erstgenannten Salze bei héherer Konzentration 
das Na,SO, in einem bestimmten Verhaltnis ersetzen kénnen (additive 
Wirkung), wahrend die Salze der anderen Kategorie bei héherer Kon 
zentration dem ProzeB in regelmaBig zunehmendem MaBe entgegenwirken (ant 
agonistische Wirkung). In beiden Fallen kamen bei niedrigeren Salzkonzen 
trationen jedoch Abweichungen in entgegengesetztem Sinne zum Vorschein 
Kine Erklarung aller dieser Erscheinungen konnte nicht gegeben werden. 
weil der Mechanismus, auf welehem das Aussalzen beruht, nicht hinreichend 
geklart war®. Da durch die Untersuchungen Woddermans iiber das Aus 
salzen von Gelatine und durch die mitgeteilte Untersuchung iiber das 


! Siehe diese Zeitschr. 279, 353, 1935. 2 BE. H. Biichner wu. G. Postma. 
Proc. Akad. v. Wetensch. Amsterdam 34, 699, 1931. 3 Aus der regel 


maBigen Streuung der Linien, welche das Verhalten verschiedener Salz 
paare (beide bei héherer Salzkonzentration) beim Aussalzen von Gelatine an 
geben, konnte gefolgert werden, da®B ein bestimmter Zusammenhang zwischen 
der aussalzenden Wirkung und den lyotropen Eigenschaften der Anionen 
besteht, welche wieder eine Funktion der Hydratation dieser Ionen sind. 
Es erwies sich als méglich, die lyotrope Funktion eines bestimmten Anions 
durch eine Zahl auszudriicken, wenn diese Funktion fiir zwei beliebige 
Anionen vorher festgelegt wurde. Hierdurch ist jedoch der eigentliche 
Mechanismus dieses Prozesses nicht geklart. Auch ist das Verhalten det 
Salze offenbar nicht ,,rein‘‘ lyotrop fiir das ganze Salztrajekt. Siehe tibet 
lyotrope Zahlen E. H. Biichner, A. Voet u. E. M. Bruins Proc. Akad. v. 
Wetensch. Amsterdam 35, 563, 1932. 
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ptisieren und Aussalzen von Edestin durch konzentrierte Elektrolyt 
sungen einige neue Gesichtspunkte uber die Grundlagen dieser Prozesse 
itage getreten sind, war es im Hinblick auf die von Buchner und Postma 
konstatierten Erscheinungen von Bedeutung, diese Untersuchungen auch 
nmal mit Edestinsolen durchzufiihren und die erhaltenen Gesichstpunkte 
ber den Mechanismus des Aussalzens (bzw. Peptisierens) von Edestin an 
den hierbei zutage tretenden Tatsachen zu priifen. Wir beschranken uns, 
weit es sich um die Beeinflussung des Aussalzens mit Na,SO, durch 
andere Salzl6sungen handelt, auf NaCl, NaJ und NaCNs, die fiir die auft- 
tretenden Erscheinungen hinreichend kennzeichnend sind. 


Es wurde nun zunachst untersucht, wie die Grenzkonzentration, bei 
welcher die Aussalzung durch Na,SO, beginnt, durch verschiedene 
Mengen obengenannter Salze beeinfluBt wird. Hierbei wurde dieselbe 
Methode befolgt, die von Biichner und Postma bei Gelatinesolen an- 
gewandt worden war. 

Zu 1 ccm eines Standardsols von bekanntem Na,SO,-Gehalt und 2°,, 
Eiwei8 wurden wechselnde Mengen einer stark konzentrierten Na,SO,- 
Losung und Wasser, und eine der anderen genannten Salzlésungen hinzu 
vefiigt, bis ein Gesamtvolumen von 5 cem erreicht war, und hieraut wurde 
hei jeder Serie der Punkt bestimmt, bei welchem nach etwa 2 Minuten noch 
gerade keine Opaleszenz wahrnehmbar war. Die Flockungsglischen be 
fanden sich in einem Thermostaten bei 25° C; auch die gebrauchten Standard 
ldsungen waren vorher auf diese Temperatur gebracht. Obgleich die 
Klockung von Edestin bei verdiinnten Solen wenig vom EiweiSigehalt ab 
hangig ist, erweist es sich fiir einigermaBben genaue Bestimmungen des 
Anfangspunktes der Flockung doch als notwendig, den Inhalt der Glischen 
entsprechend der befolgten Methode auf denselben EiweiBgehalt zu bringen. 
In Zusammenhang mit dem Auftreten eines Aussalztrajektes war der 
Punkt der beginnenden Flockung (Triibungspunkt) in den meisten Fallen 
ohnehin schon nicht sehr scharf zu bestimmen; die Beobachtungen waren 
indessen hinlanglich genau, um konstatieren zu k6nnen, daB die Floekungs 
linien dasselbe eigentiimliche Bild aufwiesen, wie es von Biichner und Postma 
bei Gelatinesolen festgestellt wurde. 


Die folgenden Resultate geben eine Ubersicht iiber die beob- 


achteten Triibungspunkte (siehe Abb. 1). 





Triibungspunkt 


Aussalzen mit NagSO, + NaCl. 


Ohne Hinzufiigung von NaCl. . . . . . | 1750 Milliaquiv. NagSO, pro Liter 
Mit 200 Milliaquiv. NaCl pro Liter. . . | 1725 ; 

600 a s ‘ re |e B 
» 1000 . 4 2 os = ft Bee 
. 3000 e ‘ ‘i a a ef 

Aussalzen mit Na,SO, + NadJ. 

Ohne Hinzufiigung von NaJ . . . . . . |) 1759 Millifiquiv. Na,SOy pro Liter 
Mit 40 Milliiquiv. NaJ pro Liter . . . | 1750 “ 
» £00 ~ ae ge rary oe . 

200 " aay) < wee. oe 

300 1920 “ 
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Triibungspunkt 


Aussalzen mit NagSO, + NaCNS. 
Ohne Hinzufiigung von NaCNS ..., 1750 Milliaquiv. NagSO,g pro Lite 
Mit 90 Milliaquiv. NaCNS pro Liter . 1710 : - 
180 - “ P 1730 us . 
360 - - ss zs : 2230 


Es zeigt sich also, daB NaJ und NaCNS bei nicht zu geringe: 
Salzkonzentration das Aussalzen von Edestinsolen durch Na,SO, 
mehr oder weniger hemmen: die Sole salzen nach Hinzufiigung vor 
gentigend NaJ oder NaCNS erst bei héherer Na,SO,-Konzentratio: 
aus. Diese Tatsache ist auf Grund der erhaltenen Gesichtspunkte tibe) 
den Mechanismus des Aussalzprozesses (und des Peptisierungsprozesse~ 
von Edestin durch Salzlésungen wohl einigermaBen zu erwarten. Na./ 
und NaCNS wurden positiv adsorbiert, uid aus dem fortwahrend ste: 
genden Verlauf der Viskositatslinien (im Gegensatz zu Na, S O,, wodie Vis 
kositatslinie schlieBlich umbiegt und z. B. NaCl, wo diese bei héhere: 
Salzkonzentration ziemlich waagerecht verlauft) sind wir geneigt zu 
folgern, daB die Adsorption auch bei héherer Konzentration imme 
positiv ist, so daB diese Salze fortfahren, bei zunehmender Konzen- 
tration einen erniedrigenden Effekt auf die Grenzflachenspannung aus 
zuiiben, wodurech sie dem Aussalzen (das von einer Erhéhung der 
Grenzflachenspannung begleitet ist) entgegenwirken. Nun ergibt sich 
jedoch die eigentiimliche Tatsache, daB eine geringe Menge NaCNs 
das Aussalzen férdert, und obwohl dies nicht sicher bei NaJ konstatiert 
wurde, zeigt die Flockungslinie doch auch hier eine deutliche Umbiegung. 
die auf einen ahnlichen Effekt hindeutet. 

Obgleich NaCl an sich (bei neutraler Reaktion) auch bei hohe 
Salzkonzentration noch peptisierend wirkte und sich also a priori ein aus- 
salzungshemmender Effekt bei der Aussalzung von Edestinsolen durch 


Na,S O, erwarten lieB, zeigen Mengen bis etwa 600 Milliaquiv. NaCl eine 


sehr geringe aussalzende Wirkung neben Na,SQ,, die bei héherer Salz- 
konzentration etwas zunimmt. Die Flockungslinie zeigt also eine seh: 
schwache Umbiegung bei niedrigerer Salzkonzentration, und der Verlauf 
der Linie bei héherer Salzkonzentration weist auf eine (schwache) aus- 
salzende Tendenz entsprechend dem Verlaufe der Viskositatslinie hin 
Wir sehen also, daB bei geringer Salzkonzentration die Streuung diese1 
Linien entgegengesetzter Art ist wie bei héherer Salzkonzentration 


Die Erklarung dieser Erscheinungen mu unseres Erachtens in 
der wechselseitigen Beeinflussung der Adsorption der genannten Salze 
gesucht werden, wodurch kein rein additiver Effekt in bezug auf die 
Veranderung der Grenzflachenspannung auftreten wird, deren Grobe 
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ls einer der Faktoren betrachtet wurde, die den Charakter dieser Er- 
heinungen bestimmen. Eine Untersuchung nach dem Mabe der 
\dsorption dieser Salze in den hier genannten Fallen kénnte nun mog 
icherweise weitere Griinde  beziiglich der Richtigkeit dieses Ge- 


-ichtspunktes ergeben 


An erster Stelle wurde nun verfolgt, welchen Einfluls die Anwesen- 
heit einer ziemlich groben Menge NagSO, auf die Adsorption von NaC! 
bei einer Konzentration von etwa In ausiibt, wobei die Adsorption 
ohne Anwesenheit eines anderen Salzes nach den friiheren Beob 
achtungen (schwach) posititv ist. 

Diese Versuche wurden in derselben Weise angeordnet, wie dies 
in der vorigen Abhandlung iiber diesen Gegenstand beschrieben wurde! : 
auch beziiglich der Methode zur Analyse der abgeschiedenen Koazervate 
oder Niederschlige? und der Bedeutung der hier gebrauchten Be 
zeichnungen sei hierauf verwiesen. Das NaCl wurde als Chlorid bestimmt, 
wahrend nach Behandlung mit Schwefelsaure der Gesamtgehalt an 
Na als NagSO, bestimmt wurde. 

Das Analysenresultat eines solchen Adsorptionsversuches war 


folgendes: 





Unterschicht Oberschicht 
Eiweil Wasser NaCl Na, SO, Eiweib NaCl Nas SQ, 
33,4 55.3 4.03 6.51 1) 6,02 10,74 


Hieraus berechnet 





Solvat- 





fliissigkeit Gleichgewichtsfliissigkeit E,5 & 
= 3 
NaCl NasSO, Na] Nao SO, ang * 
oi - S&S > 
0 0 mg mg 
6,05 9,91 6,02 10,74 2.00 1,00 — 0,92 0,0 — 16,6 


(1030 Milliaquiv.) (1510 Milliaquiv.) 


Wir sehen hieraus, daB die NaCl-Konzentrationen von Solvat- 
flissigkeit und Gleichgewichtsfliissigkeit nahezu gleich sind: die Ad- 
sorption von NaCl scheint also durch das vorhandene Na,SO, etwas 


zurickgegangen zu sein. 


' Siehe diese Zeitschr. 288, 253, 1936. * Beim Aussalzen cureh 
Na, SO, wurden keine Makrokoazervate erhalten und der Niederschlag ist 
nicht véllig von der Gleichgewichtsfliissigkeit durch Zentrifugieren zu be 
freien. Der EinfluB dieses auf die erhaltenen Resultate ist in derselben 
Abhandlung diskutiert worden. 
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Nun wurde umgekehrt der EinfluB von NaCl auf die Adsorpti 
von Na,SQO, verfolgt. Hierbei wurde von einer hohen NaCl-Konze; 
tration neben einer relativ kleinen Na,SO,-Konzentration ausgegange: 
wobei in Abwesenheit anderer Salze bei friiheren Experimenten ei: 
sehr schwache positive Adsorption konstatiert worden war. Da diese: 
Versuch aber mit einer Fraktion des Edestins angestellt wurde, welche: 
derjenige Teil, der durch Na,SO, peptisiert werden konnte, gréBte1 
teils fiir andere Experimente entzogen worden war, wurde zum besser 
Vergleich neben dem obengenannten Versuch ein Adsorptionsversuc 
mit ziemlich derselben Menge Na,SO, ausgefiihrt, jedoch ohne NaC! 
Die Analysenresultate waren hierbei folgende: 


a) ohne NaCl: 





Unterschicht Oberschicht 
Eiweils Wasser Na,SO, Eiweib NagSO, 
42.7 54,9 2,39 1,89 4.34 


b) mit NaCl: 





Untersehicht Oberschicht 
Eiweils Wasser Natl Nay SO, Eiweib NaCl NaS), 
37,9 47,7 11,36 2,00 1,47 18,07 4,24 


Aus obenstehenden Analysenresultaten berechnet : 





Solvat- 





fliissigkeit Gleichgewichtsflissigkeit = 3 
: b . Fe 
a eg: a > th 
OF ace awe cs . = = 2 
= _e NaCl in °/; Na SU, = Rs 
7S 25 In = 
= 35 
a) Ohne NaC] 4.17 4,42 0,95< 1,48 - 29 -0,04 
(610 
Milliaquiv.) 
b) Mit NaCl 18,29 3,23 18,35 4.30 1,00 0,75 < 1,64 - 18,2 - 0,26 
(3140 (609 : 


Milliaquiv.) Milliiiquiv.) 


Obgleich Na, SQ, in diesem Falle auch ohne Anwesenheit von NaC! 
negativ adsorbiert wurde (nur ein geringer Prozentsatz des Produktes 
war in diesem Falle durch Na,SO, peptisierbar), ist die Adsorption 
durch das hinzugefiigte NaCl viel starker negativ geworden, wie au-~ 
der Verhaltnisziffer hervorgeht und auch aus dem berechneten Ubet 
schuB, der hier vielleicht ein besserer MaBstab fiir die Vergleichung 
ist als die Verhaltnisziffer, die mehr oder weniger durch die nicht voll 
standige Entfernung der Gleichgewichtsfliissigkeit beeinfluBt wird. Dir 
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yative Adsorption wird bei diesen Versuchen ausschlieBlich durch das 
Defizit an Salz ausgedrickt. Die Adsorption von NaCl ist bei dieser 
hohen Salzkonzentration weder positiv noch negativ, was entsprechend 
dem flachen Verlauf der Viskositatslinie bei sehr groBer NaCl-Konzen- 
tration auch ohne Na,SQ, einigermaBen zu erwarten ist; der Einflub 
des Na,SO, auf die Adsorption des NaCl ist also auch hier gering. 


Die in Abb. 1 wiedergegebene graphische Darstellung der Triibungs- 
punkte bei Aussalzung durch Na,SO, mit verschiedenen Mengen NaCl 
wird nun verstandlich. Bei geringen Mengen NaCl wird dies wahrschein- 
lich noch positiv adsorbiert, was 
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Na, S0, -Konzentration 
Dies gibt zugleich einen Hin- oat 
weis, in welcher Richtung vermut- (at 
lich die Lésung der Erscheinung des Umbiegens der Linien bei NaJ und 
NaCNS zu suchen ist. In Zusammenhang mit dem Vorhergehenden 
kann erwartet werden, daB die Adsorption des NaJ und des NaCNsS 
nur wenig durch das anwesende Na,SO, beeinfluBt wird, dab jedoch 
umgekehrt die Adsorption des Na,SQO, starker von NaJ und NaCNS 
beeinfluBt werden wird, als es bei NaCl der Fall war. Das J’ und 
(NS’-Ion werden starker positiv adsorbiert als das Cl’-lon, und es 
wird mithin eine starkere Verdrangung des SO! -Tons an der Oberflache 
des Edestinteilchens stattfinden, wodurch auch in der Grenzflache 
der Micelle und Aubenfliissigkeit eine gréBere negative Adsorption 
des Na,SO, entsteht. Diese Vorstellung wird durch die folgenden 
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Versuche tiber den EinfluB von NaJ beim Aussalzen von Edestin du 
Na, SO, unterstiitzt. Ungeachtet des gréBeren Effekts bei Nat \s 
wurde bei diesen Versuchen NaJ bevorzugt, da das Eiweifi ne! 
NaCNS schwieriger genau zu bestimmen ist und auch die Bestimm, 
des CNS-Ions hier Schwierigkeiten gibt. 


Bei dem folgenden Versuch wurde der Einflufs einer derartigy 
Menge NaJ verfolgt, wie sie ungefahr dem Optimum der (offenbar | 
in geringem Grade) aussalzungsfordernden Wirkung entspricht. 


Die Analysenresultate waren hierbei folgende: 


a) Aussalzen durch Na, SO, ohne NaJ: 





Unterschicht Oberschicht 


Eiweis Wasser Nao SO, kiweils Nay SO, 
45,3 49,7 4.44 6,45 8,75 
b) Aussalzen durch Na,SO, mit etwa 90 Milliaquiv. Na.J 


pro Liter: 





Unterschicht Oberschicht 


Eiweil Wasser NaJ NaySO, Eiweif NaJ Nao S, 


45.7 48,3 1.03 4,19 6,16 0.96 8,72 


Hieraus berechnet: 








Fons 1a Gleichgewichtsfliissigkeit - i 
22 BOS 
a > Df 7 A= 
‘c = = Bee 
c £O | NaJ in % | NagSO, in % ea ELF 
Zz % - & 

a) Ohne NaJ. 
8.12 9,35 0,87 ~ 1,21 14,9 Q,21 

b) Mit NaJ. 
1,90 '7,72 1,02 9.30 1,86/0,83' — 1,19 10,5 0,07! -18,8 -0,26 

(70 (1310 


Milliaquiv.) | Milliaiquiv.) 


Wir sehen bei dieser relativ geringen NaJ-Konzentration in det 
Tat eine sehr starke positive Adsorption des NaJ, wahrend die Ad- 
sorption des Na,SQO, starker negativ geworden ist. Da jedoch ein det 
artig recht kleiner Unterschied, wie er hier bei der Adsorption des 
Na,SO, beobachtet wurde, in Zusammenhang mit dem Versuchsfehle: 
und der Berechnungsweise nicht stark iiberzeugend war, wurde zwecks 
naherer Bestatigung dieses Resultats noch der EinfluB von NaJ aut 
das Aussalzen durch Na,SO, bei etwas héherer NaJ-Konzentration 
verfolgt. Zum naheren Vergleich wurde hierbei ein Versuch mit 
einem ziemlich ibereinstimmenden NaCl-Gehalt eingeschaltet. 
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Hierfiir sei auf die folgenden Analysenresultate verwiesen: 





Unterschicht Oberschicht 
KiweiB | Wasser | NaCl NaJ | Na,SO, Kiweif NaCl NaJ  Na,SO, 
a) Aussalzen allein mit Na,SO,. 

34,9 56,8 7,21 0,18 12.57 
b) Unter Hinzufiigung von etwa 300 Milliaquiv. NaCl pro Liter. 

36,3 55,0 1,15 6,51 0,14 1,71 12,39 
c) Unter Hinzufiigung von etwa 275 Milliaquiv. NaJ pro Liter. 

38,4 50,3 3,47 5.65 0,40 3,91 12,24 


Hieraus berechnet: 














Solvat- Gleichgewichts- 3s a ig |z 
fliissigkeit fliissigkeit Se i § ¢ Ss 
i -] Dome | BO | ss : 
oe = ‘ y~ Uberschuf Uberschufs |) Uberschuls 
oe == e NaCl NaJ Na, SO, 
ne s 2 4 Z 
Ne om ra) . o 
7 Sit i> |e 
a) Aussalzen allein mit NagSQ,. 
| 
11,09 12,59 <1,86 0,88 28 mg 


( ~ 0,39 
Milliiiquiv.) 


b) Unter Hinzufiigung von etwa 300 Milliaquiv. NaCl pro Liter. 


} 1,80 10,22 | 1,71 12.41 <1,75 1,05 0,82 + 1,6 mg 38 mg 
(+ 0,03 ( 0,54 
Milliaquiv.) Millidquiy.) 


¢) Unter Hinzufiigung von etwa 275 Milliaquiv. NaJ pro Liter. 


5,63 9,17 3,92 12,29 <1,60 1,44.0,75 27.4mg — 50mg 
( + O18 ¢ 0.70 


Milliiquiv.) Millidquiv.) 


Das EiweiB ist hier ziemlich vollstandig niedergeschlagen, so dab 
der eventuelle EinfluB8 von Fraktionsunterschieden hier vollstandig 
ausgeschaltet ist: ferner ist die von den zentrifugierten Niederschlagen 
festgehaltene Fliissigkeitsmenge hier nahezu gleich, so dab die gefundenen 
Verhaltniszahlen ein gut vergleichbares Bild der Adsorption ergeben. 

Bei dieser Versuchsreihe fallt auf, das das NaCl bei dieser ziemlich 
geringen Konzentration noch in erheblichem MaBe positiv adsorbiert 
wird, daf aber die Adsorption fiir das NaJ sehr viel gréBer ist, und im 
Einklang hiermit auch die Adsorption des Na, SO, starker im negativen 
Sinne beeinfluBt wird. 


Das Umbiegen der Linien in Abb. | kénnte man sich somit in folgender 
Weise vorstellen: Bei Hinzufiigung von NaJ und mehr noch von NaCNS 
in geringer Menge tritt schon eine ziemlich starke Verdrangung des ad- 


Biochemische Zeitschrift Band 283. 19 

















288 K. Holwerda: 


sorbierten Na, SO, auf, mit welchem die Oberflaiche des Edestinteilchens 
bereits einigermaBen adsorptiv gesattigt ist, und die Grenzflachen 
spannung wird hierdurch stark erhéht. Das NaJ und das NaCNS 
iiben zwar einen direkten EinfluB in entgegengesetztem Sinne aus 
doch iiberwiegt anfangs der erstgenannte Effekt, wahrend bei héhere: 
NaJ- oder NaCNS-Konzentration der direkte EinfluB dieser Salz 
auf die Grenzflachenspannung die Oberhand bekommt. 


Die Annahme, daB die Verdringung der SOj-lonen in der hiermit 
verbundenen starkeren negativen Adsorption von Na,SO, anfanglich einen 
gréBeren erhdhenden Effekt auf die Grenzflaichenspannung hat, als der 
grenzflichenspannungserniedrigende Einflu8 der  positiv adsorbierten 
J’-lonen oder CNS’-lonen, scheint vielleicht etwas willkiirlich. Nimmt 
man aber die Grenzflichenenergie in der Grenzflache von Solvatfliissigkeit 
und Gleichgewichtsfliissigkeit als MaBstab bei den Veranderungen des 
Systems, dann kann man sich einigermaBen vorstellen, da in Zusammen 
hang mit der raumlichen Verteilung der Ionen tiber den Solvatmantel det 
Zustand in dieser Grenzfliche anfangs hauptséchlich durch die SO{-Ionen 
bedingt wird. Die J’- bzw. CNS’-Ionen werden anfanglich sehr stark von 
der Oberflache des kolloiden Teilechens gebunden werden, mit der Folge eine1 
starken Verdrangung der SO,-Ionen, wihrend das eintretende Adsorptions 
gleichgewicht der J’-Ionen (bzw. CNS’-Ionen) dagegen in weiterer Ent 
fernung von der QOberflaiohe nur einen kleinen Konzentrationsunterschied 
dieser Lonen herbeifiihrt und also direkt den AussalzungsprozeB (der an der 
Peripherie angreift) weniger beeinfluBt. Bei héherer Konzentration von 
NaJ oder NaCNS mui jedoch entsprechend dem entgegengesetzten 
Charakter der Adsorption beim Aussalzen durch Na,SO, ein normaler 
antagonistischer Effekt auftreten. 


Il. Gegenseitige Beeinflussung zweier Salze beim PeptisierungsprozeB von 
Edestin. 

Im Vergleich mit den obengenannten Untersuchungen iiber den 

KinfluB von NaCl, NaJ und NaCNS auf das Aussalzen von Edestin 














maequ durch Na,SO, war es nun in erste 
300 a 
| Linie interessant, zu verfolgen, ob auch 
= | beim Peptisieren von Edestin mit 
8 200 . . ° ies 
ae , diesen Salzen derartige antagonistische 
~) 
3. I ies, a Einfliisse auftraten. Es ergab sich, dati 
e ~ 100} T ox T . . . . . 
S| RN dies nicht der Fall ist, wenn von einem 
: \ ; : 
= | WN Sol ausgegangen wird, das durch Pep- 
4, 7 7 A 6 ° - . 
a 0 HO 0 cequ — tisierung mit Na,SO, erhalten wurde. 
NapS0, pl 5 
Abb. 2. Peptisation von Edestin mit In entsprechender Weise wie beim 
I 


Na» SO, und einem anderen Salz wave . 
ETO, EE I ROR ee Aussalzen mit Mischungen zweier Salze 


wurden die folgenden Triibungspunkte bei Wasserhinzufiigung zu 
Edestinsolen bestimmt, welche wechselnde Mengen Na,SO, mit bzw 
NaCl, NaJ und NaCNS enthielten (siehe Abb. 2). 

Es tritt also anscheinend ein rein additiver Effekt in diesem Falle 
auf, was auch in Zusammenhang mit der Art der Adsorption zu erwarten 





Ob 


Mi 


Ob 
Mi 


Ol 
Mi 


Wi 
flé 
ne 

sti 


di 
ge 
di 
an 
sp 
ka 


Ki 
sit 


lo 


W 
be 
he 
ell 
dle 


se 


hens 
hen 
INS 
aus 
ere] 


alze 


Tmit 
ine 
der 
Tten 
mimt 
rkeit 
des 
nen 
dler 
men 
von 
‘ther 
Ons - 
Ent 
hied 
der 
von 
Zzten 
aler 


von 


den 
stin 
ste 

uch 
mit 
che 
lal} 
lem 
ep- 
‘de. 


Pim 
ilze 
Zu 


ZW 


ille 
ten 





Aussalzen und Peptisieren von Edestin. 289 





Triibungspunkt 


Ausflocken durch Verdiinnung bei Anwesenheit von Na,SO,4 + NaCl. 


Ohne Hinzufiigung von NaCl... 2... 659 Milliaquiv. NagSO, pro Liter 
Mit 50 Milliaquiv. NaCl pro Liter... 600 = ‘s ‘s ” 
120 o ‘ . A ie ee 540 e ~ a 
190 fe x 3 48 = . ¥ 
Ausflocken durch Verdiinnung bei Anwesenheit yon NagSO,4 + NaJ. 
Ohne Hinzufigung von NaJ . ..... 650 Milliaquiv. NagSO, pro Liter 
Mit 50 Milliaqniv. NaJ pro Liter. .. . 580 e : a ‘ 
100 . ; . ey ae 509 = . » 
Ausflocken durch Verdiinnung bei Anwesenheit von NagSO, + NaCNS. 
Ohne Hinzufiigung von NaCNS.... . 650 Milliaquiv. Na,SO,4 pro Liter 
Mit 30 Milliaquiv. NaCNS pro Liter . . 600 a e . 
{ = 3 is : : 410 = = . 
150 . - x ad aaah 230 ‘ 


war. Die Adsorption war in allen diesen Fallen positiv, und die Ober- 
fliche des kolloiden Teilchens ist in allen diesen Fallen offenbar adsorptiv 
noch gar nicht gesattigt, so daB keine bestimmten Verdrangungsprozesse 
stattfinden, welche Komplikationen herbeifiihren kénnten. 


Ein Fall von Antagonismus bei der Peptisierung von Edestin 
durch zwei Salzlésungen, der wieder unmittelbar auf eine entgegen- 
gesetzte Adsorption und da- 

; maegu 
durch auf entgegengesetzte Ver- 600 
anderungen der Grenzflaichen- 
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Der Triibungspunkt bei Abb. 3. Peptisation von Edestin mit 
’ . . . ‘ NaCl und NaF bzw. Na, 50,4, NaCNs. 
Wasserhinzufiigung wird _hier- 
bei nach héherer Salzkonzentration verschoben, wie dies z. B. in Abb. 3 
bei einem Edestinsol wiedergegeben ist, das durch Peptisierung mit 
einer NaCl-Lésung erhalten wurde. Zum naheren Vergleich ist in 
derselben Abbildung der EinfluB von Na,SO, und NaCNS bei dem- 
selben Sol wiedergegeben. 

Die negative Adsorption des F’-Ions erhellt aus dem folgenden 
Versuch, bei welchem bei einer Konzentration von etwa 900 Milliaquiv. 
NaCl unter Hinzufiigung von etwa 280 Milliaquiv. KF ein Koazervat 
abgeschieden wurde. 





Untersehicht Oberschicht 


Eiweif Wasser NaCl KF Kiweif Kk 


42 4 52.1 0.69 4.00 1,56 
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Hieraus berechnet: 





K F-Solvat- Ubersehu! 


flissigkeit &F-Gleichgewichts- Solvat- Verhiltnis- Uberschub in Milliiou 
in 9/, fliissigkeit in fliissigkeit zahl KF in mg KE KF 
1,20 1,62 1,35 0.74 5.7 = 40 


Hierzu ist zu bemerken, daf die Analysenresultate bei der Bestimmun: 
des F’-lons wahrscheinlich etwas zu niedrig sind. Das Fluorid wurde dure} 
Kindampfen in alkalischem Milieu und Veraschung in derselben Weis: 
behandelt, wie es schon bei NaCl beschrieben ist; nach Aufnahme in Wass¢ 
wurde das Fluorid schlieBlich in der gew6hnlichen Weise als CaF, bestimmt 
Durch die starke Hydrolyse trat beim Eindampfen immer etwas Verlust 
an HF ein; aus Blindversuchen, die in gleicher Weise durchgetiihrt wurden. 
ergab sich, daB8 durch Hinzufiigung von 4cem n Lauge zu 2g Edesti: 

l!eem KF-Lésung der Verlust hierbei auf 3mg KF reduziert wurde 
vorsichtshalber wurde bei der Analyse noch eine etwas gréBere Meng: 
Lauge hinzugefiigt, so daf& der gemachte Fehler héchstens 5°, ist. 

Zieht man dies in Betracht, dann bleibt dessenungeachtet kein 
Zweifel beziiglich der starken negativen Adsorption des F’-Jons im 
obenstehenden Falle iibrig (siehe unter Verhaltniszahl). 

Es ist wahrscheinlich, da das anwesende NaCl bei dieser stark 
negativen Adsorption des F’-Ions nicht ohne EinfluB ist. — Bei héherer 
Temperatur (etwa 50°C) wirkte KF wenigstens peptisierend in bezug 
auf Edestin, so daf auch bei NaF bei verhaltnismaBig geringer Konzen 
tration und bei Abwesenheit von anderen Salzen wohl eine positive 
Adsorption angenommen werden mu, die aber nicht zu Peptisierung 
fiihrt. Das NaCl iibt in diesem Falle also schon bei kleiner Na F-Konzen 
tration einen verdrangenden EinfluB aus. 


Es zeigt sich also, daB alle diese Falle gegenseitiger Beeinflussung 
zweier Salze beim Aussalzen oder Peptisieren von Edestin durch wechsel 
seitige Beeinflussung der Adsorption erklart werden kénnen, wodurch 
die im zweiten Teile dieser Abhandlung entwickelten Gesichtspunkt« 
iiber den EinfluB der Art und des Grades der Adsorption auf den Pepti 
sierungsprozeB und den AussalzprozeB von Edestin durch konzentrierte 
Salzlésungen in erheblichem Mae gestiitzt werden. 


Anderer Art sind wahrscheinlich Falle von Antagonismus zweie! 
Elektrolytlésungen beim Peptisieren von Edestin, wobei mehrwertigé 
Kationen beteiligt sind. Als Beispiel hiervon geben wir den Einflu8 von 
BaCl, beim Peptisieren von Edestin durch eine NaCl-Lésung wieder (sieh 
Abb. 4). Der Triibungspunkt verschiebt sich bei Hinzufiigung von BaC! 
anfiinglich nach hdherer NaCl-Konzentration; bei gréBerer BaCl,-Kon 
zentration entsteht jedoch ein Knickpunkt in der Kurve. 

Vom biologischen Gesichtspunkt aus sind solche antagonistischen 
Wirkungen der zweiwertigen Kationen (im besonderen Ca-Ionen) neben 
NaCl in ziemlich hoher Konzentration von groBer Bedeutung im Hinblick 
auf das Leben von Meerestieren,. Ca-Ionen iiben eine kolloidchemisch-puffernd 
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Virkung aus und wirken daher regulierend bei dem Schwellungszustand 
m EiweiBen, was von groBer physiologischer Bedeutung ist'. 

Diese Falle von Antagonismus sind wahrscheinlich polarer Art und 
iissen bei Edestin wohl mit dem Einflu®B einer zunehmenden H-lonen 
onzentration in eine Reihe gestellt werden. Es ist 


maed 
chon darauf hingewiesen worden, dafi das Pepti- yall earapeak ata eal 
itionstrajekt bei zunehmendem Sauregrad eben- | 

falls nach hoéherer Salzkonzentration verschoben a 
wird, was zu der Ansicht fiihrte, daB auch trotz aed | 

einer recht hohen Salzkonzentration inden meisten & 

Fallen elektrokapillare Einfliisse bei der Pepti- 200} 

sierung von Edestin im allgemeinen doch nicht 

vanz zu vernachlassigen sind, und da unter den > ow 

hier genannten Umstanden eine Desolvatation 200 7 Ae = bdmaegu 


emtreten kann durch das Hervortreten von La- 


Abb. 4. Peptisation vo 
dungszentren entgegengesetzter Art (Autokomplex- . ate wae 


: jf ss Edestin mit NaCl und 
koazervation )*. Ba Cl». 


Zusammenfassung. 
; 


Es wurde der EinfluB von NaCl, NaJ und NaCNS auf das Aus- 
<alzen von Edestin durch Na,SO, untersucht. Die gegenseitige Be- 
einflussung dieser Salze konnte im allgemeinen mit der Art der Ad- 
sorption, im Einklange mit den friher mitgeteilten Gesichtspunkten, 
in Zusammenhang gebracht werden. Bei geringer Konzentration der 
hinzugefiigten Klektrolytlésungen beim Aussalzen von Edestin durch 
Na, SO, treten UnregelmaBigkeiten derselben Art auf, wie sie von Biichner 
und Klein bei der Aussalzung von Gelatinesolen durch die genannten 
Salzmischungen konstatiert wurden. Fiir diese Abweichungen bei ge- 
ringer Konzentration von NaJ und NaCNS wurde eine mégliche 
Erklarung gegeben. 

Beim Peptisieren von Edestin durch die genannten Salzmischungen 
tritt kein antagonistischer Effekt auf: auch bei geringer Konzentration 
von NaJ oder NaCNS entstehen keine Abweichungen, was auf Grund 
der aufgestellten Theorie auch nicht erwartet werden konnte. 

KF iibt bei der Peptisierung von Edestin durch eine NaCl-Lésung 
dagegen eine antagonistische Wirkung aus; in Ubereinstimmung hiermit 
war die Adsorption des F’-Ions in diesem Falle negativ. 

Die antagonistische Wirkung mehrwertiger Kationen bei der 
Peptisierung von Edestin durch NaCl-Lésungen beruht vermutlich 
auf anderen Ursachen: wahrscheinlich mu diese Erscheinung von 
demselben Gesichtspunkte aus betrachtet werden wie die Verschiebung 
des Peptisationstrajektes nach héherer Salzkonzentration bei zuanehmen- 
dem Sauregrad (KinfluB8 entgegengesetzter Ladungszentren; Auto- 
komplexwirkung). 


' Siehe PR. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe 1924, 
S. 655, 657, 668. 2 Siehe diese Zeitschr. 283, 253, 1936. 

















Die Wirkung von Leber- 
und anderen Organextrakten auf die Hefegirung. 
Von 
4. Dadlez und W. Koskowski. 


[Aus dem Institut fiir experimentelle Pharmakologie der Universitat in Lw6y 
(Polen).] 


(Eingegangen am 25, November 1955.) 


Zipf und Rathert! befaBten sich mit der Untersuchung des Einflusses 
von Leberextrakten auf die Hefegarung im Zusammenhang mit dem 
EinfluB der Leberextrakte auf oxydoreduktive Prozesse der Zelle. 


Es wurden Leberpriparate wie Hepatrat, Hepatopson, Hepracton, 
Campolon und Pernaemy! beriicksichtigt. AuBerdem wurden einige aus 
Leberhandelspriparaten gewonnene Fraktionen untersucht. Es zeigte sich, 
daB alle erwahnten Praparate die Hefegirung beschleunigten. Die Hinzu- 
fiigung antiseptischer Mittel blieb ohne jeglichen Einflu8 auf den Verlaut 
der Fermentation. In allen Fallen war auch nach zweistiindigem Kochen 
im siedenden Wasserbad eine bedeutende, garbeschleunigende Wirkung 
festzustellen. Ebenso wurde die garungsférdernde Wirkung durch Saure 
hydrolyse im siedenden Wasser nicht wesentlich verdndert. Der wirk 
same Faktor wurde durch die Tierkohle nicht adsorbiert, im Gegenteil., 
die garf6rdernde Wirkung wurde durch Schiitteln mit Tierkohle soga: 
gesteigert, was auf die Beseitigung von Hemmstoffen zuriickzufiihren ist. 
Bei Reinigung der Praparate durch Bleiacetatfallung wird die Wirkung 
auf die Hefegiarung nicht herabgesetzt. Die adenosinartigen Stoffe werden 
bei dieser Behandlung entfernt und kénnen daher nicht an der Garungs 
beschleunigung beteiligt sein, um so mehr, als die garf6rdernde Wirkung 
auch nach der Séurehydrolyse erhalten bleibt, unter welchem Einflu8 eine 
hydrolytische Spaltung adenosinartiger Stoffe eintritt. Die chemischen 
und physikalischen Eigenschaften des garférdernden und antianaémischen 
Stoffes vergleichend, gelangten Zip/ und Rathert zum SchluB, daB die gar 
fordernde Substanz und der antianaimische Stoff identisch oder miteinande 
eng verwandt sind. 


Aus dieser Tatsache diirfte folgen, daB mit Riicksicht auf die be- 
deutende, antianimische Wirkung der Leber, garférdernde Stoffe im 
Verhaltnis zu anderen Organextrakten am meisten sich in den Leber 
extrakten befinden miissen. AuBerdem sollte man annehmen, daB die- 
jenigen Leberpraparate, welche am starksten die Hefegarung beschleu- 
nigen, eine bessere therapeutische Wirkung aufweisen werden. Aus obigen 
Griinden gingen wir darauf aus, uns zu iiberzeugen, ob die Leber tat- 
sichlich am meisten von dem garférdernden Stoff besitzt, und ob man 


' K. Zipf u. K. Rathert, diese Zeitschr. 275, 90, 1934. 
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if Grund der Garungsbeschleunigung die therapeutische Kraft eines ge- 
wissen Leberpraparates bewerten kann. In unseren Versuchen benutzten 
vir neben im Handel befindlichen, auch von uns selbst vorbereitete, 
zu Heilzwecken geeignete Leberpraparate. Dasselbe gilt auch von 
anderen Organextrakten. 


Methodisches. 


Alle Versuche wurden nach der von Zipf und Rathert angegebenen 
Methode durchgefiihrt mit dem Unterschied, daB sich die GefaBe, in welchen 
sich die Garung vollzog, im Wasserbad bei konstanter Temperatur 
(30°C) befanden. Dies geschah aus dem Grunde, da die uns zur Ver- 
fiigung stehenden Hefen bei Zimmertemperatur eine allzu langsame und 
ungleichmaBige Garung bewirkten. Die sich entwickelnde Kohlen- 
siure wurde in entsprechenden Eudiometerréhren aufgefangen. Als Hefe- 
praparat wurde moglichst frische Backerhefe in 20° iger Aufschlammung 
verwendet. Die Suspensionsfliissigkeit bestand aus einer Salzlé6sung mit 
0.2% MgSO, und 0,3°% Caleitumbiphosphat. In einer ebensolchen Salz- 
lésung wurde gleichfalls Dextrose bis zu 4°, aufgelést. Zu 2 cem Organ- 
praparat wurden 3ccm Salzlésung, sodann 5cem Dextroseldsung und 
endlich 5 cem Hefesalzlésung hinzugefiigt, so daB der Gesamtinhalt 15 cem 
betrug. In den Kontrollversuchen ohne Organextrakt wurde nur Salz- 
lésung zugesetzt, d.h. zu 5ecem Salzlésung wurden 5 cem Hefesalzlésung 
und 5cem Dextroselésung hinzugefiigt. AuBerdem wurden auch Versuche 
ohne Zugabe von Zucker durchgefiihrt, um den Grad der spontanen Gaérung 
des untersuchten Organpriéiparats festzustellen bzw. eine solche Még- 
lichkeit auszuschlieBen. Dies muSte beim Endresultat  beriicksichtigt 
werden, um Fehler zu vermeiden, die infolge des vorhandenen Zuckers im 
untersuchten Praparat entstehen kénnten. In diesem Falle wurden zu 
2cem des Praparats 5ccm Hefe-Salzlésung mit 8 cem Salzlésung hinzu- 
gefiigt. Die Versuchsdauer betrug bei allen Untersuchungen 60 Minuten. 
Nach 60 Minuten wurde jedes GefiB 10 Sekunden lang gleichmaéBig ge- 
schittelt, um das okkludierte Gas aus der Lésung zu entfernen. Die 
entwickelte Gasmenge wurde mittels Eudiometerréhren gemessen und die 
Ablesung als Exponent des ReaktionsverlaufS angenommen. Dieses Ver- 
fahren eignete sich bei unseren Versuchsverhaltnissen am besten. 


Experimenteller Teil. 

Vor allem muB hervorgehoben werden, dai unsere Versuche mit den 
Beobachtungen von Zipf, denen zufolge die Leberpraparate wie 
Campolon, Hepracton u. a. eine grobe Fahigkeit besitzen, die Hefe- 
garung zu beschleunigen, vollstandig iibereinstimmen. 


Bei der Untersuchung der Fahigkeit der Garbeschleunigung von 
handelsiiblichen Praparaten muBten wir, wie erwihnt, auBer den Kontroll- 
proben, auch Untersuchungen auf eine eventuelle spontane Garung 
des Praparats ohne Hinzufiigung von Zucker vornehmen. Manche Leber- 
praparate enthalten im Gegensatz zu anderen Organextrakten Zucker: 
deshalb subtrahierten wir die Menge der infolge der spontanen Garung 
entwickelten Kohlenséure von der Menge der Kohlensaéure im Versuch 
mit Zucker und Leberextrakt. Z. B. bewirkten 2 ccm Campolon, der Dex- 
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troselésung hinzugefiigt, die Ausscheidung von 30,2 cem Kohlensaure, wa 
im Vergleich mit dem Ergebnis des gleichzeitigen Kontrollversuch 
(18,1 cem) einen Zuwachs von 66°, bedeutet. Dagegen schieden 2 cen 
Campolon ohne Beigabe von Zucker 4 ccm Kohlenséiure aus; daher vei 
ringert sich das erste Ergebnis um 4 cem auf 26,2 cem, und der eigentlich: 
Zuwachs betragt 44 °,. 


Es muB jedoch bemerkt werden, dafi eine einmalige Untersuchung des 
Garungszuwachses fiir ein gegebenes Praparat nicht ausreicht, da 


die einzelnen Ziffern, die den Zuwachs durch ein und dasselbe Praparat 


bestimmen, oft voneinander stark abweichen. Deshalb fiihrten wir bei 
unseren Versuchen mebhrere Bestimmungen aus, von welchen wir den 


Durechschnitt als mafSgebenden Wert annahmen. Der Unterschied de- 
prozentualen Zuwachses der Fermentation fiir dasselbe Praiparat macht 
sich auch in den Ziffern der beigefiigten Tabelle bemerkbar. Der erwahnt« 
Unterschied zwischen dem kleinsten und gréBten Wert ist ziemlich be 
deutend; z. B. betragt der niedrigste und héchste Grenzwert fiir Leber 
extrakt 47,2 bis 57,8 °,, fiir Muskelextrakt 10,3 bis 19,1 °,, fiir Milzextrakt 
14,4 bis 25°, usw. (s. Tabelle I). 

Es ist hervorzuheben, da weder Sterilisierung noch Zugabe von anti- 
septischen Mitteln einen EinfluB auf die garférdernde Wirkung der von 
uns hergestellten Praparate hatte; z. B. ergaben 2 ccm Leberextrakt vor 
der Sterilisation einen Zuwachs von 52°, nach der Sterilisation bei 110°C 
47 °.,; Milzextrakt (2 cem) vor der Sterilisation 16,2 °,, nach der Sterilisation 
16,7°,. In einem anderen Falle ergab der Milzextrakt vor der Sterilisation 
22,5°,, nach der Sterilisation 22,19. Diese Resultate bestétigen die 
Angaben von Zip/, daB der garférdernde Stoff thermostabil ist und durch 
Zusatz von antiseptischen Mitteln nicht verandert wird. 

In der Tabelle stellen wir die Differenzen des Garungsver- 
laufs vor, die unter dem EinfluB von verschiedenen Organextrakten 
vorkommen. Die Durchschnittswerte des Géarungszuwachses — be- 
tragen fiir Kalbsleber 52,8°,, menschliche Leber 44°, Hundeleber 
28.8 ° (s. Tabelle). Die menschliche Leber stammte von einem 48 Jahre 
alten, gesunden Mann, welcher durch KopfschuB Selbstmord beging. 
Seine Leber wurde einige Stunden nach erfolgtem Tode entnommen, 


O° 


worauf sofort der entsprechende Extrakt hergestellt wurde. In de: 
vergleichenden Zusammenstellung der Leberextrakte beschleunigt die 
Kalbsleber am meisten die Fermentation, die menschliche Leber wirkt 
schwacher, die des Hundes am schwachsten, niedrigere Werte ergeben 
die Milz (18,1 °,), der Magen (17,1 °), die Lunge (18,4 °) ; noch’niedrigere 
Werte erhielten wir mit Extrakten aus dem Herzen}(15,3 %), den 
Muskeln (14,5°), den Nieren (13,3°,), dem Gehirn (12,4°%), dem 
Hoden (12,1 °%), der Gebarmutter (11,3), den Milchdriisen (10,2 °,), 
dem Knochenmark (6,1 °,). Man kann noch hinzufiigen, daB die Ex- 
trakte aus der Hypophyse, dem Thymus, und den Nebennieren nur einen 
kleinen Zuwachs, und zwar in den Grenzen von 8 bis 15°, ergeben. Die 
auf Tabelle 1 angegebenen Ziffern beziehen sich auf die von uns her- 
gestellten und sterilisierten Extrakte. Die Resultate mit andern handels- 
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blichen Praparaten werden hier 
‘icht angegeben, da_ sie den 
Ziffern in Tabelle | ahnlich sind. 

Es ware zu entscheiden, ob 
eme Parallele zwischen dem die 
Fermentation beschleunigenden 
Faktor und der antianamischen 
Wirkung besteht. .Winot, Murphy 
und Stettson erwahnen!', daB die 
intianamische thermostabile 
Substanz sich in den Nieren, im 
Gehirn, in der Placenta in einer 
geringeren Konzentration als in 
der Leber befindet. Nach unseren 
Bestimmungen  weisen = auch 
einige der obigen Organextrakte 
eine verhaltnismabig geringe giar- 
fordernde Wirkung auf. Sie be- 
tragt fiir die Nierenextrakte 
durehsechnittlich 13,3 °,, fiir Ge- 
12.4%. 
anders verhalt sich die Sache 


hirnextrakte Etwas 
bei Beriicksichtigung der Milz- 
extrakte. Wir bemerken hierzu, 
daB, von Leberpraparaten ab- 
yesehen, gute Heilerfolge bei 
sekundarer Anamie? auch nach 
Anwendung des von uns vor- 
bereiteten Milzextraktes (Spleno- 
san) erzielt wurden, obwohl der 
Wert des Kohlensaéurezuwachses 
bei der Fermentation kaum 
18,1°, ergab. 

In anderen vergleichenden 
Zusammenstellungen, welche sich 
aut die Leber verschiedener Arten 
heziehen, wie Kalbs-, Menschen- 


1 Zitiert nach Ivy, Richter, 
Meyer u. Greengard, Amer. J. of 
Dig. Diseases and Nutrition, April 
1934. 2Z. Czezowska u. H. Kar- 
pinska, Polska Gazeta Lekarska 
Nr. 27, 1935. 
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und Hundeleber, labBt sich eine gewisse Parallele in der garférdernde; 
sowie antianamischen Wirkung feststellen. Den thermostabilen Fakto; 
der Leber, welcher bei der perniziédsen Anamie giinstig wirkt, fand man i: 
der Kalbs-, Schweine-, Hammel-, Reh-, Pferde-, Hiihner-, Fisch- sowie 
auch in der menschlichen Leber. Bei der Bewertung der antianamischen 
Wirkungseffekte einiger Kxtrakte tritt ganz besonders der Unterschied 
beim Vergleich der Schweineleber oder Kalbsleber mit der Hundelebe: 
hervor. Bei Verabfolgung einer Hundeleber per os (100 bis 250 g) 
(Minot, Murphy und Stettson) kann man im Vergleich mit den Effekten 
die durch Verabfolgung einer gleichen Menge von Kalbsleber erzielt 
werden, eine ungefahr um die Halfte schwachere antianamische Wirkung 
feststellen. Ein noch gréBerer Unterschied kommt beim Vergleich de 
Wirkung von Extrakten zum Vorschein. Der Hundeleberextrakt ergibt 
im Vergleich mit dem Kalbsleberextrakt ungefahr ein Fiinftel des anti- 
anamischen Effektes!. Aus obigen Tatsachen geht hervor, daB die Hunde- 
leber weniger von dem antianémischen Faktor enthalt, oder daB es 
schwieriger ist, aus der Hundeleber mittels gew6hnlicher Methoden 
einen aktiven Extrakt zu erhalten als aus Kalbs-, Schweine- oder 
Rindsleber. 

In bezug auf den EinfluB des Garungsverlaufes ist die Diffe- 
renz zwischen Kalbsleberextrakt, der einen Zuwachs von 52,8 °%, und 
Hundeleberextrakt, der nur einen Zuwachs von 28,8 % Kohlensaure auf- 
weist, ersichtlich. Extrakte von Menschenleber, welche von amerikani- 
schen Forschern als antianémischer Faktor betrachtet werden, geben 
unseren Experimenten gemaB einen Kohlenséurezuwachs von 44°, 
(s. Tabelle). 

Zieht man verschiedene Leberpraparate in der Form in Betracht, in 
welcher sie zu klinischen Zwecken verwendet werden, und vergleicht die 
Heilergebnisse mit der garbeschleunigenden Fahigkeit, so muB man eine 
ziemlich bedeutende Divergenz feststellen; z.B. kann Pernaemyl (forte), 
dessen Durchschnittswert der Garbeschleunigung, bei Verwendung von 
2 cem auf 28 bis 30°, bestimmt wurde, nicht als ein weniger wirksames 
Mittel gegen Anadmie angesehen werden als Campolon, dessen gar- 
fordernder Durchschnittswert 55 bis 60° betragt. Ein wirklich mab- 
gebendes Urteil tiber Leberextrakte hinsichtlich der vergleichenden 
Bewertung der beschleunigenden Garfahigkeit oder der Heilerfolge bei 
entsprechenden Fallen von perniziéser Anamie kann natiirlich erst nach 
Erlangung eines gréBeren statistischen Materials gefallt werden. 

Der die Garung beschleunigende Faktor ist beim heutigen Stand 
unseres Wissens unbekannt. Allerdings kann man eine Reihe von 


' Ivy, Richter, Meyer u. Greengard, Amer. J. of Dig. Diseases and 
Nutrition, April 1934; Ann. of Int. Med. 7, 1933. Strauss u. Castle, Proc. ot 
the Soc. for exp. Biol. and Med. 1934, 5S. 360. 
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Wirkung von Leber- und anderen Organextrakten auf die Hefegarung. 297 
chemischen Substanzen, mit welchen wir Versuche angestellt und die 
wir in verschiedenen Mengen zur Hefesalzlésung mit Dextroselésung 
hinzugefiigt haben, ausschlieBen. Wir priiften x-Alanin, f-Alanin, 
‘Tvrosin, Tryptophan, Glykokoll, Asparagin, Glutaminsaure, «-Prolin, 
(ystein, Histidin, Histamin, Taurin. In keinem Falle konnten wir unter 
dem Einflu8 dieser Verbindungen einen Garungszuwachs feststellen. 
Nur die Zugabe von Glutathion in einer Menge von 0,1 g bewirkte 
einen Zuwachs von 20%. Es ist aber kaum anzunehmen, dab 
Glutathion als gaérungsbeschleunigender Organstoff zu beriicksichtigen 
ist, da bei der Erwarmung das Glutathion zerstért und Cystein gebildet 
wird!, das jedoch inaktiv bleibt. Auch die adenosinartigen Stoffe 
kommen hier nicht in Frage, da nach den Untersuchungen von Zip} 
die garfordernde Wirkung der Leberextrakte nach Bleifallung und 
Saurehydrolyse erhalten bleibt. 


SchluBsiitze. 

1. Die Leberextrakte enthalten im Vergleich mit anderen Organ- 
extrakten die gréBte Menge des garfordernden Stoffes. 

2. Die antianimische Wirkung der Leberextrakte halt nicht 
immer gleichen Schritt mit der garfordernden Wirkung. 

3. Leberextrakte, die eine schwachere girférdernde Wirkung auf- 
weisen, kénnen sich durch eine bedeutende antianamische Wirkung aus- 
zeichnen. Dasselbe gilt fiir Milzextrakte. 


1 R. Bierich u. A. Rosenbohn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 39, 1935. 

















Dismutative Umwandlung 
von p-Tolylglyoxal in 1-p-Methylmandelsiure 
unter Einwirkung des Enzyms frischer Zellen. 
Von 
Shin-ichiro Fujise und Mitsuo Iwakiri. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Sendai, Japan.) 


(Eimgegangen am 25. Oktober 1935.) 


Seit der Entdeckung von Ketonaldehyd-mutase durch C. Newberg! 
sind viele Arbeiten iiber die Umwandlung von z-Ketonaldehyd in Oxy 
sdure veréffentlicht worden. Doch fehlen bisher in der Literatur Angaben 
dartiber, ob p-Tolvlglyoxal in Oxysaiure dismutiert wird und ob dabei 
optisch aktive p-Methylmandelsaure gebildet wird. Kiirzlich hat zwa: 
J. Ando* berichtet, daB er mittels Cinchonin p-Methylmandelsaure in 


ihre optischen Antipoden gespalten hat; aber die Drehung der d-Saure 


betrug [xp + 20°: dieser Wert ist, im Vergleich zu anderen Mandel- 
sdurederivaten, natiirlich zu niedrig. In der vorliegenden Arbeit stellten 
wir p-Tolylglyoxal in ahnlicher Weise wie bei Thienylglyoxal® dar. 
Unter der Einwirkung von ganz frischem Muskelfleisch von Karpfen 
wurde dann das p-Tolylglyoxal zur entsprechenden Oxysaure, namlich 
zur |-p-Methylmandelsaure dismutiert. Der Ketonaldehyd verschwindet 
dabei vollkommen und die Ausbeute an Mandelsaure-homologen scheint 
nach der Rohausbeute beurteilt, fast quantitativ zu sein. Der Reinheits 


grad in optischer Hinsicht fiir die auf biochemischem Wege bereitete 
Saure betrug 99,1°,. Zum Vergleich der optischen Reinheitsgrade wurde 


p-Methylmandelséure aus p-Tolylaldehyd hergestellt* und mittel- 


Cinchonin in ihre optischen Antipoden gespalten. Die reinsten Kristalle 


zeigten [a])) 148,00° (in Alkohol). Phenylglyoxal dismutiert mit 
Karpfenfleisch etwas schneller als p-Tolylglyoxal; aber die optische 
Reinheit betrug nur 91,56 °,. 


Versuche. 

1. p-Tolylglyoxal wurde nach folgendem Schema dargestellt: 
p-Methylacetophenon (CH, . C,H, COCH,) — Isonitroso-p-methyvlaceto 
phenon. (CH,.C,H,. COCH: NOH) (Ausbeute 50 bis 60°, d. Th.) 
—» p-Tolylglyoxal (CH,.C,H,.COCHO) (Ausbeute 42 bis 67°, d. Th.). 


Literatur siehe bei C. Newberg u. E. Simon in Oppenheimer-Pin 
q PI 


cussens Methodik der Fermente 1928, S. 1311. > J. of the Chem. Soc. 
Japan 56, 746, 1935. — ° S. Fujise, diese Zeitschr. 236, 243, 1931. * Dar 


stellung von Mandelsaurehomologen vgl. A. Weissberger u. E. Dyn, Ann. 
502, 79. 
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» 


Dismutations-vorversuche: 

Die Enzymlésung wurde auf folgende Weise dargestellt. 120g ganz 
frisches Karpfenfleisch wurden fein zerkleinert, in 480 ccm Leitungswasser 
uspendiert, mit einem Tropfen Eisessig versetzt und auf dem Wasserbad 
hei 30 bis 38° unter 6fterem Umriihren 40 Minuten lang erwarmt; dann 
wurde auf einer Nutsche filtriert und das klare Filtrat als Enzymlésung 
enutzt. 


1. Ol g p-Tolylglyoxal 2. Og p-Tolylglyoxal 3. Ol g Phenylglyoxal 
50 ecem Enzymloésung 5e frisches Muskelfleisch 50cem Enzymlosung 
O1 g CaCO, 45 cem Wasser Ol g¢ Ca COs 
l ecm Toluol O01 ha Ca CO. 1 ccln Toluol 


Ll cem Toluol 


Kontrelle. 


1. Ol g p-Tolylglyoxal 2. Og Phenylglyoxal 
50 cem Wasser 50 cem Wasser 
O1¢ CaCO, O1¢ CaCO, 

1 ceem Toluol 1 ceem Toluol 


Nach 24stiindiger Aufbewahrung bei 37° war bei 1. und 2, mit p-Nitro- 
phenylhydrazinacetat noch Ausgangsmaterial, bei 3. kein Aldehyd mehr 
nachzuweisen. Aber nach 7Ostiindiger Aufbewahrung zeigte sich, daB bei 1. 
und 2. praktisch kein Aldehyd mehr vorhanden war, d.h. Phenylglyoxal 
schneller als p-Tolylglyoxal dismutierte. Die beiden Kontrollen waren un- 
verandert geblieben. Im Vorversuch dismutierte 2. im Vergleich zu 1. etwas 
schneller; deshalb benutzten wir als Hauptansatz statt Enzymlésung direkt 
Muskelfleisch. 


Ansatz: 
l. 1,8g p-Tolylglyoxal (in még- 2. 0,6g Phenylglyoxal (auch in 
lichst wenig Alkohol ge- Alkohol gelést), 
lost), 752 Muskelfleisch, 
225 g¢ Muskelfleisch, 400 com Leitungswasser, 
1200 ccm Leitungswasser, 12g CaCO,, 
3,6 g¢ CaCQs, 5ecem Toluol. 


15 cem Toluol. 


Die Kontrollversuche wurden in ahnlicher Weise wie die Vorversuche 
ausgefiihrt. 

Nach 21 stiindiger Aufbewahrung bei 35° im Brutschrank war bei I. 
und 2. mit essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin kein Ketonaldehyd mehr 
nachzuweisen. 

Isolierung der Oxysdure. 


1. 1-p-Methylmandelsdure. Die Lésung 1 wurde auf dem siedenden 
Wasserbad etwa 30 Minuten lang erhitzt und nach dem Erkalten filtriert. 
Der Riickstand wurde wieder mit 600 cem Leitungswasser und 1,8 g CaCO, 
versetzt, eine halbe Stunde lang auf dem Wasserbad digeriert und filtriert. 
Die beiden Filtrate wurden vereinigt und mit heiBer Luft bis zur Sirup- 
konsistenz eingedampft. Nach Ansauern mit Phosphorsiure wurde der 
Sirup mit wasserfreiem Na,SO,-Pulver verrieben und mit Ather im Soxhlet 
Apparat erschépfend ausgezogen. Der Ather des Extraktes wurde sodann 
aus einem vorher gewogenen Kolben verdampft und der Riickstand im 
Vakuum getrocknet. Ausbeute 2.5 g. Die rohe p-Methylmandelsdiure wurde 
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in einer reichlichen Menge Ather gelést und mit Sodalésung geschiitte!t 
Die Sodal6sung wurde nun mit verdiinnter Schwefelsdéure angesdéuert w 

die organische Saiure wieder in Ather aufgenommen. Nach Abdampfen de- 
Athers erhielten wir reine Saure (Ausbeute 1,4 g), die nach dreimaligy 

Umkristallisation aus Benzol bei 131 bis 131,5° schmolz. Die Bestimmuny 
der Drehung erfolgte in alkoholischer Lésung [«]'j 146,79. Der We: 
fiir die synthetisch gewonnene |-p-Methylmandelsaure betrug [«]}} 148 
daher betrug die optische Reinheit des Dismutationsproduktes 99,1 ° 5. 

2. 1-Mandelsdure. Die Aufarbeitung war ganz analog bei p-Methy 
mandelsdure. Die gereinigte Saéure schmolz bei 131 bis 132°. []}, 144.7 
(in Alkohol). Bei der reinen |-Mandelsiure war [«]}} 158,0°. De 
optische Reinheitsgrad war also 91,6°,. 


Spaltung von p-Methylmandelsaure. 


In die kochende wiasserige Lésung der p-Methylmandelséure (10 ¢ 
tragt man Cinchonin (20 g) in kleinen Pertionen ein und fiigt so viel Wasser 
hinzu, bis eine fast klare Losung mit nur geringen Mengen 6ligen Boden 
kérpers entsteht. (Im ganzen waren 500 ccm Wasser notig.) Nach 24stiin 
digem Stehen wurden die ausgeschiedenen Kristalle filtriert, die dreimal aus 
Essigester umkristallisiert wurden; Schmp. 145°. [«]}j + 76,2° (in 
Alkohol). 

Das Cinchoninsalz wurde mittels Ammoniak zerlegt, die vom Cinchonin 
abfiltrierte Lésung mit verdiinnter Schwefelsaure angesauert und ausgeathert. 
Der nach Abdampfen des Athers verbliebene Riickstand wurde aus Benzol 
zweimal umkristallisiert. Die reine l-p-Methylmandelsaure schmolz bei 131°. 
[ x lp 148,0° (in Alkohol). 
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Uber den Einflu8 der Chloride der Alkalien und Erdalkalien 
auf die Starkeverzuckerung durch diastatische Fermente. 
Von 

Walter Haarmann und Kurt Bartscher. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster.) 


(Eingegangen am 6. November 1935.) 


Im Schrifttum sind zahlreiche Untersuchungen tiber Diastasen und 
deren Beeinflussung durch Neutralsalze beschrieben worden. Man sollte 
daher erwarten, daB Arbeiten iiber dieses Gebiet wenig lohnend waren. 
Vergleicht man jedoch die vorliegenden Befunde, so sieht man, dab 
die Versuchsanordnungen der einzelnen Autoren sehr verschieden sind. 


Die Bestimmung der Wirksamkeit von diastatischen Fermenten, wie 
iiberhaupt von Fermenten, wird zumeist auf zwei verschiedenen Wegen vor- 
genommen. Es wird einmal die Veranderung des Substrats beobachtet, 
oder aber es werden die gebildeten Spaltprodukte bestimmt. Auf den 
Stirkeabbau angewandt, stehen zur Messung der Substratveranderung das 
Verschwinden der Jodreaktion und die Abnahme der inneren Reibung zur 
Verfiigung. Sehr leicht ausfiihrbar und deswegen von vielen Autoren 
benutzt ist die von Wohlgemuth' angegebene Methode der Jodfarbung. 
Das Verschwinden der Jodfarbung zeigt an, daB die Starke versechwunden 
ist unter Bildung von Dextrinen, aus denen sich das Endprodukt der Stiarke- 
spaltung, die Maltose, bildet. Wie bei allen Nahrstoffen, so erfolgt auch der 
Abbau der Starke stufenweise. Dabei ist der Abbau fast stets das Werk 
nicht eines einzelnen, sondern mehrerer Fermente. Den gesamten Ferment- 
komplex, der den Abbau der Starke bis zu seinem Endprodukt bewirkt, 
bezeichnet man als Amylase. Die Amylase besteht, wie sich aus ihrer Wir- 
kung leicht herleiten la8t, zum mindesten aus zwei Fermenten. Die erste 
Komponente fiihrt die Starke in Dextrine iiber und bewirkt das Verschwinden 
der Jodfarbung. Man bezeichnet sie deswegen auch als Dextrinogen- 
amylase. Die zweite Komponente fiihrt das Dextrin in Maltose iiber, und 
man nennt sie wegen der zuckerbildenden Wirkung Saccharogenamylase. 

Bei gleichzeitiger Untersuchung der Dextrinbildung und der Zucker- 
bildung stellte Holmbergh? eine hochgradige Aktivierung der Dextrinase 
durch n/10 KJ fest, dagegen aber eine Hemmung der Zuckerbildung. Diese 
Feststellung ist also wiederum ein Beweis fiir die Existenz von zwei Fer- 
menten. Zuverlaissig und brauchbar fiir Untersuchungen von Amylase- 
wirkungen ist nur die quantitative Bestimmung der durch die Diastase 
entstehenden Maltose. Alle mit der Wohlgemuthschen Methode gewonnenen 
Erfahrungen sagen nichts Sicheres aus iiber die diastatische Wirksamkeit 
von Amylase-Diastasepriparaten. Der Verzuckerungsgrad kann nach ver- 
schiedenen Methoden bestimmt werden, z. B. nach Bertrand mittels Fehling- 
scher Lésung, oder, wie in der vorliegenden Arbeit, nach Woéllstdtter und 
Schudel*. 

! Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. * Holmbergh, ebenda 145, 
244, 1924. 3 Willstdtter u. Schudel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 51, 
780, 1918. 
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Die aktivierende Wirkung von Chloriden auf tierische Amylasen | 
seit langem bekannt!. Cole? fand eine starke Steigerung der Wirksamke:: 
der Speichelamylase, gemessen an der Dextrinbildung, durch die Chlorid 
der Alkalien und Erdalkalien. Als unterste Grenze der Kochsalzwirkw 
fand er eine Verdiinnung von etwa 0,0002°,,.. Die begiinstigende Wirkune 
des Kochsalzes beruht nach ihm auf der Anwesenheit des Cl-Ions und nicht 
des Kations, was er daraus folgert, daB Kalium-, Ammonium-, Magnesiu 
und Bariumchlorid in aquinormalen Lésungen, nicht aber andere Natriun 
salze das NaCl ersetzen kénnen. Wohlgemuth® erhob mit der von ihm ar 
gegebenen Methode der Jodfarbung die gleichen Befunde und zog aus seine: 
Ergebnissen die gleichen SchluBfolgerungen wie Cole. Die Pankreasdiastas: 
verhalt sich den Chloriden und anderen Neutralsalzen gegeniiber wie di: 
Speicheldiastase. Hieraus schlieBt Wohlgemuth, daB die beiden Diastasen 
miteinander identisch sind. Auch nach Bang* und Michaelis und Pechsteii 
ist fiir die aktivierende Wirkung der Chloride nur das Cl-lon mafBgebend. 
nicht aber das Kation. 

Die pflanzlichen Diastasen verhalten sich Salzen gegeniiber anders 
[Ihre Wirkung laBt sich durch Neutralsalze nicht steigern. Als erster zeigte 
Wohlgemuth®*, daB die Pankreasdiastase durch Blutserum, wohl haupt 
sachlich durch seinen Na Cl-Gehalt, stark in ihrer Wirkung gesteigert wird, 
nicht aber Malzamylase. Koga’ erhob dieselben Befunde mit NaCl. 

Aus allen bisher besprochenen Arbeiten geht hervor, daB die Einwirkung 
der Chloride der Alkalien und Erdalkalien, die von allen fast lediglich den 
Cl-Ion zugeschrieben wird, durchaus nicht ausreichend geklart ist. Vor allem 
sind die Unterschiede in der Wirkungsweise der verschiedenen Chloric« 
noch nicht geniigend herausgearbeitet worden. Es ist nicht anzunehmen, 
daB lediglich das Cl-lon maBgebend und die Wirkung des Kations neben 
sachlich sein soll. 

In der vorliegenden Arbeit wurden gleiche osmotische Konzen- 
trationen der Chloride angewandt. Da die Chloride der Alkalien und 
Erdalkalien in wasseriger Loésung praktisch vollkommen dissoziiert sind 
ergeben sich fiir die Chloride der Alkalien auch annahernd gleiche 
normale Konzentrationen. Das gleiche gilt fiir die Chloride der Erd- 
alkalien. Gleiche osmotische Konzentrationen bedeuten aber nur inner- 
halb der einwertigen bzw. zweiwertigen Kationen auch gleiche normale 
Konzentrationen. Der Cl-Gehalt einer isotonen Lésung eines Alkali- 
chlorids betragt etwa zwei Drittel einer isotonen Lésung eines Erd- 
alkalichlorids. Untersucht wurden die Chloride folgender Alkalien und 
Erdalkalien: Li, Na, K, Mg, Ca, Sr und Ba. Die Konzentration in den 
Versuchsansatzen betrug 0,25-, 0,5-, 1,0-, 2,0- und 4,0fache Isotonie. 
Unter isotoner Lésung verstehen wir in der vorliegenden Arbeit eine 
Lésung, die wie die Salze des Blutserums den Gefrierpunkt um 0,56° er- 


' Lintner, J. prakt. Chem. 36, 481, 1887. * Cole, J. of physiol. 30, 
202, 281, 1903; zitiert nach Malys Jahresber. iiber die Fortschr. d. Tierchem. 
33, 1055, 1903. 3 Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 4 Bang, 
ebenda 32, 417, 1911. 5 Michaelis u. Pechstein, ebenda 59, 77, 1914. 

® Wohklgemuth, ebenda 30, 303, 1911. * Koga, ebenda 142, 159, 1923. 
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iedrigen. Eine zweifach isotone Lésung hat also den Gefrierpunkt 
von 1,12. 

Der EinfluB der Chloride wurde gepriift an der Zuckerbildung aus 
Starke durch folgende diastatische Fermente: 1. Ptvalin, 2. Pankreas- 
diastase und 3. Malzdiastase. Zu dem Ptvyalinversuch wurde frisch ge- 
wonnener, nicht dialysierter Speichel verwendet, zu den Pankreas- 
diastaseversuchen Pankreatin (abs. Merck) und zu den Malzdiastase- 
versuchen Diastase (abs. Merck). Die gebildete Maltose wurde jodo- 
metrisch nach Willstatter und Schudel! bestimmt. Auf den Starkeabbau 
angewandt, ist die Versuchsanordnung von Willstatter, Waldschmidt- Leitz 
und Hesse? beschrieben. 1 cem n/10 Jod entspricht 17,1 mg Maltose. Die 
Konzentration der léslichen Starke in den Versuchsansatzen war 1 °, bei 
einem Gesamtvolumen von 25 ccm. Es wurden jeweils fiir jedes Ferment 
drei Versuchsreihen angesetzt. In der ersten Versuchsreihe bestand eine 
saure Reaktion, die durch Acetatpuffer (pq — 5,65, m/75) hergestellt 
wurde. In der zweiten Versuchsreihe diente destilliertes Wasser als 
Suspensionsfliissigkeit und in der dritten Versuchsreihe ein alkalischer 
Boratpuffer, px 8.15. m/75, der aus Borax + Borsaure hergestellt 
wurde. 

Versuchsreihe I. 

Versuchsreihe I hat den Einflu8 der Alkali- und Erdalkalichloride 
auf die Verzuckerung der Starke durch die Speicheldiastase zum Gegen- 
stand. Die Konzentration des Speichels in den Versuchen betrug 1 : 100, 
die Versuchdauer 2 Stunden, die Versuchstemperatur 20°. Die Ver- 
suchsergebnisse sind in der Tabelle I zusammengefabt. Die Tabelle 
enthalt die im Gesamtansatz gefundenen Maltosemengen in mg, 
ferner die Zuckerbildung in % des Kontrollversuchs. 

Aus den Versuchen geht hervor, daB die Wirksamkeit des Pt yalins 
in schwach saurer und neutraler L6sung durch die Chloride in der gleichen 
Weise veraindert wird, auch in gleicher Starke. In starkeren Ver- 
diinnungen regen samtliche Chloride die Zuckerbildung in saurer und 
neutraler Lésung an. Mit ansteigender Konzentration geht der fordernde 
Kinflu8 verloren und macht in den héchsten Konzentrationen mit Aus- 
nahme von Kaliumchlorid einer Hemmung Platz. In isotoner Lésung ist 
in allen Fallen der Starkeabbau noch nicht gestért. In zweifach isotoner 
Lésung tritt nur bei Lithiumchlorid eine starke Hemmung auf, nicht 
aber bei den tbrigen Chloriden: KCl wirkt sogar noch ausgesprochen 
fordernd. In vierfach isotoner L6sung hemmen besonders stark Lithium- 
und Strontiumehlorid, wahrend Calcium und Magnesiumchlorid die 
Zuckerbildung mittelstark verzégern. Natrium-, Barium- und Kalium- 
chlorid sind fast ohne EinfluB. 

1 Willstatter u. Schudel, 1. ec. 2 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. 
Hesse, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 143, 1923. 
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Tabelle I. Speichel. Lal 
ha 
Pu = 5,65 Pui = 7,00 Pau = 8,15 ZV 
Zusiitze Acetatpuffer Destilliertes Wasser Boratpufter m 
a" De eee ee ees vee % un 
Maltose ° Maltose : Maltose . zu 
in 
Kontrolle . . . 62,6 100 65,2 100 19,6 100 K. 
LiCl 0,25 isoton 70,7 113 68,3 105 38,3 195 -" 
» OS it 68.4 109 64,8 100 32,2 164 
Ger <2 64,6 103 63,0 97 27,1 138 = 
20 - 55,2 88 53.7 83 20,6 105 se 
le 46,7 75 45,5 68 15,7 80 7 
NaCl 0,25 , 74,0 118 74,5 114 56,4 288 m 
0,5 7 71,6 114 69,8 107 55,0 280 Li 
1.0 : 69.0 110 68.7 105 52,9 270 a 
2.0 i 64,7 103 67,6 104 48,0 245 cle 
4.0 i 60,1 96 61,9 95 44,2 225 to 
KCl 0,25 - 74,8 119 74,9 115 63.8 325 | 
05 , 74,3 119 74,2 114 61,8 316 J 
im 72,3 116 72,7 112 61,7 316 re 
= 2,0 71,0 113 72,2 111 60,4 308 Ise 
ee os 66,7 107 65,7 101 60,2 307 In 
MgCl, 0,25 5 76,0 121 74,8 115 61,7 315 is 
> «|. 76,1 107 70,5 108 60,9 310 ( 
1,0 an 64,4 103 64,4 99 49.8 254 ? 
. 2,0 “ 61,3 98 61,0 94 43,7 223 ge 
4.0 ‘ 55,6 89 54.5 84 39,3 200 st 
CaCl, 0,25 z 71,8 115 41,9 109 66,0 338 di 
0.5 68,1 109 69,0 106 65.5 334 
1.0 is 66.0 105 65.8 101 64,5 329 
‘J 2,0 a 60,6 97 60,1 92 63.7 326 zi 
“ 4.0 e 54,2 87 53,7 82 58,0 296 \ 
SrGl, 0,25 ., 72,4 116 71,0 109 65,0 332 - 
~~ oo = 70,5 112 70,5 108 65,8 336 
1,0 : 69.8 111 69.8 107 64,3 328 Ww 
- 2,0 61,0 97 65,9 101 64,8 330 is 
‘ 4,0 © 46,3 74 43,7 67 63,7 325 Q 
BaCl, 0,25 , 75,5 121 74,9 115 67,0 342 VM 
0,5 i 73,0 116 72,6 111 67,8 346 ; 
oe . 67.5 108 68.3 105 69.1 353 M 
2.0 “ 65,3 104 64,7 99 70,0 358 Q 
Yo 60,1 96 59,5 91 70,0 358 te 


Das Wirkungsbild der Chloride verschiebt sich vollkommen, wenn 
der Starkeabbau sich nicht in saurer, bzw. neutraler, sondern in schwach 
alkalischer Lésung vollzieht. Zunachst einmal ist die Zuckerbildung e1 
heblich geringer als in saurer Lésung. Durch Chloridzusatz wird de: 


stark hemmende EinfluB der alkalischen Reaktion vollkommen aus Li 
geglichen, wie aus den absoluten Werten der gebildeten Maltose deutlic! " 
a 


sichtbar ist. Die Chloride schiitzen das Ferment vor der Schadigung 


gegen die alkalische Reaktion. Samtliche Chloride, mit Ausnahme de: 
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Emftlu®B der Chloride der Alkalien und 


Lithiumchlorids, das die Zuckerbildung nur auf das Doppelte erhéht, 


iaben in starkeren Verdiinnungen die gleiche fordernde Wirkung. Die 
Zuckerbildung betragt rund das Dreifache der Kontrolle. Unterschiede 
im Verhalten der Chloride kommen erst heraus, wenn wir die Konzen- 
tration der Chloride erhéhen. Es lassen sich zwei Gruppen von Chloriden 
susammenstellen, die ein gleiches Verhalten zeigen. Die erste Gruppe 
imfaBt Lithium-, Natrium- und Magnesiumchlorid, die zweite Gruppe 
Kalium-, Strontium- und Bariumchlorid. Unter dem EinfluB an- 
steigender Konzentrationen von Kalium-, Strontium- und Barium- 
chlorid nimmt die diastatische Kraft des Speichels nicht ab: sie ist 
selbst in vierfach isotoner Lésung der Salze unverandert. Anders beim 
Lithium-, Natrium- und Magnesiumchlorid. Hier geht die Zuckerbildung 
mit ansteigender Konzentration stark herunter, am starksten beim 
Lithiumchlorid. In zweifach isotoner Lésung entspricht die Zuckerbildung 
der des Kontrollversuchs und ist nur halb so hoch wie in 0,25fach iso- 
toner Lésung. In vierfach isotoner Lésung tritt sogar eine Hemmung von 
20% auf. Der Abfall der Zuckerbildung durch Natrium- und Magnesium- 
chlorid ist erheblich schwacher, er betragt beim Ubergang von 0,25fach 
isotoner Lésung zu vierfach isotoner Lésung ein Viertel bzw. ein Drittel. 
Im Gegensatz zum Lithiumchlorid verlauft die Zuckerbildung in vierfach 
isotoner Lésung doppelt so schnell wie in der Kontrolle. Auch fiir 
Caleium-, Kalium- und Strontiumchlorid ist bei hohen Konzentrationen 
gegeniiber stirkeren Verdiinnungen ein gleiches Nachlassen der dia- 
statischen Kraft des Speichels angedeutet, wahrend bei Bariumchlorid 
die diastatische Kraft leicht zunimmt. 

Cherblicken wir die in alkalischer Lésung mit den Chloriden er- 
zielten Ergebnisse, so drangt sich uns bei Kenntnis der Atomgewichte der 
Alkali- und Erdalkalimetalle eine in die Augen springende Gesetz- 
maBigkeit der Chloridwirkung auf. Diese Beziehungen werden deutlich, 
wenn wir den Quotienten bilden aus der Zuckerbildung in vierfach 
isotoner Lésung zur Zuckerbildung in 0,25fach isotoner Lésung. Der 
Quotient ist umso niedriger, je niedriger das Atomgewicht desbetreffenden 
Metalls ist. Metalle von annahernd gleichem Atomgewicht wie Natrium, 
Magnesium bzw. Kalium und Calcium ergeben somit jeweils den gleichen 
Quotienten. In der folgenden Tabelle sind die Atomgewichte der Metalle 
und die Quotienten angegeben. 


Tabelle II. 





Alkalimetalle Atomgewicht Quotient Erdalkalimetalle Atomgewicht Quotient 
_ area 6,94 0,43 _ 
ee ; 23,00 0,78 Meee esa 24,32 0,64 
See 39,10 0,94 mae 40,07 0,87 

— — _ RS AN in ee 87,63 0,98 
- sa ~« «a SOR 1,04 
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Aus dieser Tabelle geht hervor, daB die Abnahme der Zucke: 
bildung mit ansteigender Konzentration der Salze um so starker ist, j 
niedriger das Atomgewicht des Alkali- bzw. Erdalkalimetalles ist. Di 
Giftwirkung des Lithiums ist also am starksten, beim Barium fehlt jede; 
hemmende EinfluB. Natrium- und Magnesiumchlorid sind in gleiche 
osmotischen Konzentrationen gleich stark wirksam. Das gleiche gilt 
auch fiir Kalium- und Caleiumehlorid. Natrium und Magnesium bzw 
Kalium und Caleitum haben annaéhernd das gleiche Atomgewicht 

Die Versuche zeigen eindeutig, daB, nicht wie bisher angenomme: 
wurde, fiir die aktivierende Wirkung der Chloride der Alkali- und Erd 
alkalimetalle nur das Cl-lon maBgebend ist, sondern auch das Katio1 
Besonders eindrucksvoll treten diese Beziehungen fiir das Lithium i 
Erscheinung. Von einer eigentlichen Sonderstellung des Lithiums kam 
nicht gesprochen werden, da vom Lithium tiber das Natrium und 
Magnesium flieBende Ubergange zu den anderen Alkalien bzw. Er« 
alkalien bestehen. 

Versuchsreihe Il. 

Die Konzentration des Ferments in den Pankreatinversuche: 
betrug 1: 10000, die Versuchsdauer 2 Stunden. Das von uns verwendet 
Pankreatin Merck gibt in einer Verdiinnung 1: 10000 mit AgNO, in 
salpetersaurer Lésung eine leichte Opaleszenz, ist also nicht vollkommen 
frei von Chloriden. 

Wie aus der Tabelle IIT hervorgeht, ist die Wirkung der Chloride in 
saurer Acetatlésung und in ungepufferter Lésung gleich, wie es auch fii 
die Speicheldiastase der Fall ist. Samtliche Chloride steigern die Zucker 
bildung aus Starke in geringem Umfang, und zwar in 0,25fach isotone: 
Lésungumrund 15 °%,. Mit ansteigender Konzentration laBt der fordernde 
KinfluB nach. Zu einer leichten Hemmung in vierfach isotoner Lésung 
kommt es nur durch Caleium-, Strontium- und Bariumchlorid, zu eine 
stirkeren Hemmung von rund 20°, durch Magnesiumchlorid. Das gilt 
nur fiir den sauren Acetatpuffer, nicht aber fiir destilliertes Wasser als 
Suspensionsfliissigkeit . 

In alkalischer Lésung, in der die Zuckerbildung aus Starke ohne 
Salzzusatz sehr gering ist, bewirken alle Chloride eine sehr starke 
Steigerung der Zuckerbildung, in 0.25fach isotoner Lésung auf das 
4! , bis 6fache des Kontrollversuchs. Lithiumchlorid ist den anderen 
Chloriden unterlegen. Mit ansteigender Konzentration tritt nur fiir das 
Lithiumchlorid eine starke Abnahme der Wirksamkeit auf, nicht aber 
fiir die iibrigen Chloride. Selbst in vierfach isotoner Lésung ist die 
Zuckerbildung unverandert. Beim Lithiumchlorid betragt sie nur ein 
Viertel der in 0,25fach isotoner Lésung gebildeten Maltose. Aber auch 
bei dieser Konzentration ist die Wirksamkeit der Pankreasamylase noch 
nicht herabgesetzt. Die Abhangigkeit der Chloridwirkung vom Kation. 
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Tabelle Lil. Pankreatin. 





Pu = 5.65 Pu 7.00 Pu 8.15 
ei neben Acetatpuffer Destilliertes Wasse1 Boratpuffer 
mg mg mg 
Maltose Maltose Maltose 

Kontrolle . . . . 61,5 100 81,4 100 12.1 100 
LiCl 0,25 isoton 69,6 113 93.5 115 53.0 439 
0.5 ps 67,7 110 93.0 114 40.3 33 
1.0 = 64,7 105 91.9 113 31,1 257 
2.0 . 61,0 99 88,1 L108 22.1 183 
4.0 Re 59.1 96 $4.2 103 14,1 116 
NaCl 0,25 , 69,1 112 94,8 116 70,2 580 
0.5 i 69,0 112 94,3 116 64,1 530 
me? % 67,7 110 92.8 114 63,0 520 
20 , 65,4 106 92.0 113 64,0 529 
4.0 - 61,7 100 90.2 i11 63.5 525 
Ker tne .« 70,5 115 95,3 117 72,8 601 
05 : 69.3 113 94.3 116 69,7 576 
1,0 3 67.5 110 94.0 116 69.8 576 
2.0 a 64,4 105 93,2 115 66.5 DDI 
4,0 é 62,5 102 89.7 110 68.8 568 
MgCl, 0,25 Z 68.3 111 93,5 115 65,7 544 
05 iS 66.4 108 84.0 103 63.5 25 
Siig 64,3 105 82,2 101 64,2 530 
oe | ae 55,9 91 80,5 y9 64,9 535 
je 4.0 ‘ 47.8 78 75,6 93 65.1 540 
CaCl, 0,25 , 70,3 114 93,3 115 63,0 920 
0.5 2 67.3 109 89.9 110 65.9 545 
1,9 n 65.8 107 87.8 108 68.0 562 
20 e 69.6 99 80.8 99 713 590 
4.0 + 55.5 9) 71.9 SS 72.0 595 
SrCl, 0,25 , 69,2 112 95,3 117 67,3 555 
0,5 # 67,3 109 92.4 113 70,1 580 
1.0 * 66.0 107 G05 111 60.8 504 
20 i 61,0 99 89.0) 109 61,1 560 
4.0 . 58,1 95 83.9 103 66.5 550 
BaCl, 0,25, 79,3 114 94.3 116 67,9 554 
0.5 a 68.5 111 93,0 114 65,7 544 
1,0 P 67,0 109 90.7 111 67.5 558 
J 2,0 n 62.5 102 87,7 108 69.0 570 
4,0 . 57,1 93 80.7 99 70.5 582 


wie wir sie in den Speichelversuchen beobachteten, tritt bei der Pankreas- 
amylase nicht auf. Wir kénnen hier mit Recht von einer Sonderstellung 
des Lithiums sprechen, das sich vollkommen abweichend von den 
iibrigen Chloriden verhalt. 

Cberblicken wir die bei der Pankreasamylase erzielten Ergebnisse, 
so kénnen wir zu der Annahme verleitet werden, da es tatsachlich nur 
auf die Cl-Ionwirkung ankommt, wie das von friiheren Autoren auch 
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angenommen wurde. Da aber das Lithiumcehlorid vollkommen aus de) 
allgemeinen Rahmen herausfallt, trifft diese Annahme nicht zu. I) 
hinreichend starken Verdiinnungen unter 0,25facher Isotonie haben di: 
Chloride den gleichen beschleunigenden EinfluB auf die Starkeve: 
zuckerung. Unterschiede kommen erst in héheren Konzentratione: 


wie wir sie in besonders schéner Weise bei der Speichelamylase gesehe: 


haben, heraus. 
Versuchsreihe III. 

In den Versuchen mit Malzdiastase war die Konzentration des 
Ferments, wie in den Pankreatinversuchen, 1: LOOQ0O, die Versuchs 
dauer war in den Acetatversuchen und den Versuchen mit destilliertem 
Wasser 2 Stunden, in den Boratversuchen 5 Stunden. Aus der Tabelle!\ 
ist zu ersehen, daB der EinfluB der Chloride sich auf die Malzdiastase in 
vollkommen anderer Weise auBert wie auf die tierischen Diastasen 
Wahrend in saurer und neutraler Lésung selbst hohe Konzentrationen 
der Chloride die Wirksamkeit der Speichel- und Pankreasdiastase nicht 
beeintrachtigen, hemmen sie die Tatigkeit der Malzdiastase mit an- 
steigender Konzentration sehr stark. Eine Ausnahme bildet lediglich das 
Lithiumchlorid. Wie fiir die tierischen Diastasen, so gilt auch fiir die 
Malzdiastase, dal} die Wirkung der Salze in schwach saurer und neutrale: 
Lésung gleich ist. Eine Ausnahme bildet Magnesiumchlorid, das in 
isotoner Lésung die Zuckerbildung in rein wasserigem Milieu auf die 
Halfte herabsetzt, wahrend in saurer Lésung noch keine Hemmung 
auftritt. In vierfach isotoner Lésung verzégern alle Chloride mit Aus- 
nahme vom Lithiumchlorid die Zuckerbildung sehr stark, am starksten 
Natrium- und Magnesiumchlorid, am schwachsten Bariumchlorid. Die 
Zuckerbildung betragt im ersten Falle nur noch ein Viertel der Kontrolle. 
im zweiten Falle rund die Halfte. Auch in zweifacher isotoner Lésung sind 
das Natrium- und Magnesiumchlorid den iibrigen Salzen an Giftigkeit iiber- 
legen. Die Hemmung betragt beim Natrium- und Magnesiumchlorid rund 
60 bis 65°,. Kaliumcehlorid ist in gleicher Konzentration bereits ohne 
KinfluB, wahrend Caleium- und Bariumchlorid um rund 30°, hemmen 
In starkeren Verdiinnungen hért die Hemmung auf, und bei 0,25fache: 
Isotonie ist die Zuckerbildung sogar meist leicht gesteigert. Auch bei 
Malzdiastase nimmt das Lithiumchlorid in saurer Lésung eine Sonder 
stellung ein, wie es auch fiir die Pankreasdiastase in alkalischer Lésung 
der Fall ist. Die Malzdiastase wird durch Lithiumchlorid selbst in 
hohen Konzentrationen im Gegensatz zu den iibrigen Chloriden nicht 
in ihrer Wirksamkeit beeintrachtigt, die Pankreasdiastase wird in 
alkalischer Lésung sehr viel schwacher aktiviert und das in ab 
nehmendem Mabe mit zunehmender Konzentration, wahrend die 
iibrigen Chloride durch alle Konzentrationen hindurch gleich stark 
fordernd wirken. 
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Tabelle lV. Malzdiastase. 





Pu = 5,65 pa = 7.00 Pu 8,15 


Zusiitze Acetatpuffer Destilliertes Wasser Borat puffer 


mg mg ; mg 
Maltose Maltose Maltose 


Kontrolle . ... 88,0 100 99.3 71,4 


LiCl 0,25 isoten 94.3 107 101,5 48,7 
5s 0,5 a 93,0 106 100.6 33,1 
1,0 " 92.0 105 100,5 23,3 

2.0 ¢ 90.5 103 98.5 17,8 

4,0 5 88,0 100 95,0 16,4 

025 =, 93,0 106 101.5 53.4 

0.5 : 91.8 104 100,7 50.2 

1,0 f 78,7 90 98.5 35,0 

2.0 28,8 33 31.4 3% 23,2 

4.0 4 25.0 Ik 95.9 20.0 


0.25 . 95.0 108 103.3 53.5 
0.5 = 94,3 107 102.7 51,6 
1,0 _ 93,5 106 101.7 42,8 
2.0 90,8 103 100.8 39.2 
4.0 = 29.0 33 46.6 37,2 


MgCl, 0,25 . 95,5 109 191,5 49.4 
tae: fe 93,2 106 72.4 P 37.1 
1,0 90.9 103 46.5 7 24,7 

2.0 iu 37,9 43 39.6 20,7 
4.0 21,5 24 37,1 19.7 
025 . 90,6 103 99.7 47,1 
88,2 100 96,5 44.0 

81,3 93 93,0 ¢ 40.9 

61,5 70 83.2 33.5 

30,2 34 49.3 33,1 

94,0 107 102,2 54,0 

91,3 104 98.5 ys 47,7 

76.0 86 91,5 Os 39.4 

39.1 44 49.0 5 35,8 

33.8 38 46.5 32.8 


94,5 107 102.1 103 50,7 
91,3 104 192 48,7 
89.5 102 98.5 99 47,6 67 
63.4 72 2, 73 46,7 65 
35.7 41 53. 54 45.7 64 
In alkalischer Lésung ist das Wirkungsbild der Chloride im Prinzip 
das gieiche wie in saurer Lésung: zunehmende Hemmung mit an- 
steigender Konzentration. Auch das Lithiumchlorid bildet dabei keine 
Ausnahme, wie es in saurer Lésung der Fall war. Im Gegensatz zum 
sauren Milieu ist in alkalischer Lésung der hemmende EinfluB der 
Chloride bereits in 0,25fach isotoner Lésung stark ausgepragt. Die 
Hemmungen betragen hier bereits 25 bis 30°... sind also fiir alle Chloride 
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von annahernd der gleichen GréBenordnung. Unterschiede ergeben sic! 
erst bei hGheren Konzentrationen. Dabei zeigt sich, daB die hemmende), 
Kinfliisse bei vierfacher Isotonie am stairksten beim Lithium sind, als: 
dem Element mit dem niedrigsten Atomgewicht. Die Hemmung betragt 
rund 70°). Sie laBt nach mit Zunahme des Atomgewichts der Metalle 
Die Chloride von Natrium und Magnesium, zwei Elementen von fast den 
gleichen Atomgewicht, hemmen auch um den gleichen Betrag (70 °,) 
desgleichen die dem Atomgewicht nach zusammengehérenden Element: 
Kalium und Caletum um 50°%,. Auch fiir das Strontium macht die 
Hemmung den gleichen Betrag aus. Das Bariumchlorid verzégert nu 
die Zuckerbildung um 35%. 

Bilden wir in gleicher Weise, wie fiir die Speicheldiastase bei 
alkalischer Lésung gezeigt wurde, den Quotienten aus der Zucke: 
bildung bei vierfacher Isotonie zur Zuckerbildung bei 0,25facher Isotonie. 
so ergeben sich folgende Werte, wie aus der folgenden Tabelle zu er- 
sehen ist. 

Tabelle V. 





Alkalimetalle Atomgewicht Quotient Erdalkalimetalle | Atomgewicht) Quotient 


6,94 0,34 ‘, 
23,00 087 | Me.... 24,32 0,40 
39,10 2 40,07 0,70 
ey ae 87.63 0.61 





~~...) ee 0.90 


Die dem Atomgewicht nach zusammengehérenden Elemente vei 
halten sich hinsichtlich des Kinflusses ihrer Chloride auf den Starke 
abbau gleich. Das trifft zu in gleicher Weise fiir das Verhalten de: 
Speichel- und Malzdiastase in alkalischer Lésung. Etwas aus der Reihe 
fallt. lediglich das Strontiumchlorid bei Malzdiastase. Der Unterschied 
der beiden Diastasen besteht darin, daB die Chloride mit ansteigende: 
Konzentration den hemmenden EinfluB auf die Malzdiastase verstarken. 
den férdernden EinfluB auf die Speicheldiastase aber abschwachen. Dic 
Wirksamkeit der tierischen Diastasen wird in alkalischer Lésung durch 
die Chloride der Alkalien und Erdalkalien sehr erheblich gesteigert, dic 
Wirksamkeit der pflanzlichen Diastasen dagegen aber stark herabgesetzt 


Zusammenfassung. 

Es wurde der EinfluB der Chloride der Alkalien und Erdalkalien aut 
die Wirksamkeit von diastatischen Fermenten in saurer, neutraler und 
alkalischer Lésung untersucht. Die Wirkung der Chloride ist in neu- 
traler und saurer Lésung gleich. In schwachen Verdiinnungen be 
schleunigen sie die Verzuckerung der Starke in geringem Umfang 
(19 bis 20°). Durch héhere Konzentrationen der Chloride wird die 
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Wirksamkeit der Malzdiastase sehr stark herabgesetzt, besonders stark 
durch Natrium- und Magnesiumchlorid (70°), gleichfalls sehr stark 
iiber 50°) durch die iibrigen Chloride, nicht aber durch Lithium- 
chlorid. Die tierischen Amylasen werden unter den gleichen Be- 
dingungen in ihrer Wirksamkeit nicht oder nur sehr wenig beeintrachtigt. 
Die tierischen Diastasen verhalten sich also anders wie die pflanzlichen 
Diastasen. Besonders deutlich und charakteristisch ist die Wirkung det 
Chloride auf die diastatischen Fermente in alkalischer Lésung. Tierische 
Diastasen werden durch sémtliche Chloride in ihrer Wirksamkeit ganz 
gewaltig gesteigert, wahrend die pflanzliche Diastase in ihrer Wirksamkeit 
sehr erheblich beeintrachtigt wird. In 0.25facher isotoner Lésung wird 
die Zuckerbildung aus Starke bei Pankreasamylase auf das Fiinffache ge- 
steigert, bei Speicheldiastase auf das Dreifache, wahrend bei der Malz- 
diastase die Hemmung bereits 25 bis 30°, betragt. Mit ansteigendet 
Konzentration verandert sich die Wirkung der Chloride in einer fiir jedes 
Kation charakteristischen Weise: es erfolgt ein zuanehmendes Nachlassen 
der férdernden Einfliisse bei tierischen Diastasen und eine steigende 
Hemmung bei pflanzlichen Diastasen. Bildet man den Quotienten aus 
den Zuckerwerten bei vierfacher Isotonie der Chloride zu den Zucker 
werten bei 0,25facher Isotonie, so ergeben sich fiir die Speichel- und 
Malzdiastasen charakteristische Beziehungen. Der Abfall der Férderung 
bzw. die Zunahme der Hemmung ist um so starker, je niedriger das 
Atomgewicht der Metalle ist. Es zeigte sich, dai Metalle, wie Natrium 
und Magnesium bzw. Kalium und Calcium, auch den gleichen Quotienten 
aufweisen. Mit ansteigendem Atomgewicht nimmt der Quotient zu und 


ist beim Barium bei der Malzamylase fast gleich 1, bei der Speichel- 


diastase sogar gr6Ber als 1, d. h. durch sehr starke Bariumchloridkonzen- 
trationen wird die Zuckerbildung starker angeregt als durch niedere, 
wahrend bei den anderen Chloriden ein um so staérkeres Absinken auf- 
tritt, je niedriger das Atomgewicht des entsprechenden Metalls ist. Die 
Arbeit erbrachte mithin den Nachweis, da8 fiir die Wirkung der Chloride 
nicht, wie friiher angenommen wurde, allein das Cl-lon maBgebend ist, 
sondern auch das Kation. 














Uber die Einwirkung verschiedener Neutralsalze der 
Hofmeisterschen Reihe auf diastatische Fermente. 


Von Walter Haarmann und Otto Folsche. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Miinster i. Westf. | 


(Eingegangen am 6. November 1935.) 


Franz Hofmeister’ untersuchte das Verhalten von Gelen gegeniiber 
Wasser und bestimmten Salzen. Er arbeitete mit Gelatine und stellte 
fest, daB ihre Quellung von den Salzen verschieden stark beeinfluBt 
wird: ferner, daf die Salze nach ihrer Wirkung auf Kolloide in zwei 
Gruppen eingeteilt werden kénnen, in solche, die die Quellung begiinsti- 
gen und solche, die sie hemmen. Die Glieder der beiden Reihen iiben 
eine quantitativ verschiedene Wirkung aus: besonders die Anionen 
verandern die Wasseraufnahme in Gegenwart von Salzen. Quellend 
wirken Jodid > als Chlorid, entquellend Sulfat > Tartrat > Acetat 
Sehr stark wirksam sind Séuren und Alkalien. Sie steigern bereits in 
geringer Menge die Queilbarkeit der Kolloide. Neutralsalze vermindern 
die Quellung in saurer und alkalischer Lésung sehr stark. Fiir diese 
Wirkung ergibt sich die folgende Reihe: Tartrat > Phosphat > Sulfat 

- Acetat > Jodid > Chlorid. Der Einflu8 jedes Salzes auf die Quellung 
steigt zunachst mit seiner Menge an, erreicht ein Maximum und nimmt 
dann wieder ab. Die quellende und entquellende Wirkung der Salze 
ist oft fiir die Erklarung von Fermentwirkungen herangezogen worden. 
Durch die Quellung wird die Oberflache der Kolloide und, da die Fer- 
mente kolloider Natur sind, auch die Oberflache der Fermente ver- 
gréBert, durch Entquellung verkleinert. Die fordernde bzw. hemmende 
Wirkung von Salzen wird auf eine Vergréerung bzw. Verkleinerung der 
Gesamtoberfliche der kolloidalen Fermentlésung zuriickgefiihrt. Ist. 
wie in unserem Falle, auch das Substrat (Starke) kolloid, so wird es auch 
in seinem Verteilungszustand verandert. 

Es war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die Kinwirkung 
einiger Neutralsalze auf die Zuckerbildung aus Starke durch einige 
diastatische Fermente zu untersuchen. Gepriift wurden folgende Salze: 
1. Natriumsulfat, 2. Natriumacetat, 3. Natriumphosphat (primae und 
sekundar), 4. Natriumtartrat, 5. Natriumchlorid, 6. Natriumjodid in 
gleichen osmotischen Konzentrationen. 

Unter isotonen Lésungen sind in der vorstehenden Arbeit solche zu 
verstehen, die die gleiche Gefrierpunktserniedrigung wie die Salze des 
Blutserums ergeben, also den Gefrierpunkt um 0,56° erniedrigen. 

Die Versuchsanordnung ist in der vorstehenden Arbeit beschrieben. 

Das umfangreiche Schrifttum soll spater bei der Besprechung der 
Versuchsergebnisse behandelt werden, weil sonst Wiederholungen 
unvermeidlich sind. 


' F. Hofmeister, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 28, 210, 1891. 
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r . P 
Versuchsergebnisse. 
In Tabelle I sind die an der Speicheldiastase gewonnenen Ergeb- 
aoe nisse zusammengestellt. Sie behandelt die Einwirkung der Neutralsalze 
Westf.) in wasseriger Lésung auf die Starkeverzuckerung, den gleichzeitigen 
KinfluB von primarem (py 4.5, m/75) bzw. sekundaérem (px 8,3, 
niit m/75) Natriumphosphat und den Neutralsalzen. Die Konzentration des 
‘nubei e ° y . ° y 
tellt Speichels betrug 1: 100, die Versuchsdauer 2 Stunden, die Versuchs- 
ste e 
temperatur 18°. 
nfluBt ty 
1 Zwei Tabelle I. Speichel. 
unsti- 
Pu 4,5 Pu = 7,00 Pu = 8.30 
iiben as ee aa 
. Primires Destilliertes Sekundires 
nonen Zusitze Phosphat Wasser Phosphat 
ellend mg a te mg 0 mg 0 
cetat Maltose , Maltose ® Maltose bs 
on 2 Rees so 54,8 100 71,7 100 11,0 100 F 
nder aa ar st si me 
eT FE NagSO, 0,25 isoton 514 94 71.2 100 41,1 372 
diese : Ch. + 28,8 51 70,1 98 47,2 424 
Sulfat % 1,0 . 15,0 27 69,6 96 51,4 466 
iia i 2.0 5 7,5 14 66,4 93 54,0 491 
iia 4 a 4,8 9 63,4 88 50.0 454 
immt ; Pes i ‘ . as - 
: Na-Acetat 0,25 , 55,5 101 68,3 95 13,7 125 
Salze ; Oe so 56,1 104 64,9 9 130 118 
rden. 1,0 7 53,4 97 58,2 81 14,4 131 
Ker. 2,0 * 51,4 94 48,3 67 16,4 149 
‘ 4.0 ‘ 46.6 85 37,9 53 17,1 155 
ver- ; Ps ‘a ; 
Na-Phosphat 0,25 -- 68,7 96 a _ 
ende : 0,5 a _ 66,2 92 - : 
o del " 1,0 _ 34,1 48 — — 
Ist : 20 =, : _ 169 24 _ o- 
ihe x 4,0 _ _ 14,1 20 — 
auch peed 4 " P _ 
Na-Tartrat 0,2! 54,1 99 72,1 100 19,2 175 
0,5 ‘ 52,7 96 71,6 100 17,1 155 
kung bs i. « 50,7 92 70,6 99 23,3 212 
inige ‘ 2,0 i 48.6 89 69,7 97 30,8 280 
; 8 ; 4,0 47,2 86 67,2 94 384 349 
alze : : ‘ : ana ‘ - g 
NaCl 0,25 58,1 106 73,6 103 50,0 454 
und se 0,5 57,5 | 105 71.2 100 47,2 429 
d in 1,0 ‘ 54,8 100 69,7 97 46,6 424 
2,0 : 49,3 90 67.1 94 46.6 424 
" 4.0 “ 37,0 68 64.9 90 45,2 410 
e Zu = 
NaJ 025°", 26,0 47 70,8 99 28,8 262 
des 205 87 | 624 | 87 | 308 | 280 
1,0 18,5 34 61,2 85 32,9 299 
on | Jae 7.5 14 57,1 80 31,5 286 
; 4.0 4.8 9 53,2 74 28,8 262 
dei 
wen e ~ . , ” 
Wie aus den Versuchen hervorgeht, wird die Wirksamkeit der 
Speicheldiastase durch Neutralsalze in ungepufferter Lésung nicht ge- 
steigert, sondern in allen Fallen mit ansteigender Konzentration herab- 
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gesetzt. Die einzelnen Salze sind in isoosmotischer Losung nicht gleic! 
wertig. Unwirksam sind Natriumtartrat, Natriumsulfat und Natriun 
chlorid. Hemmungen von etwa 20° sehen wir beim Acetat und Jodid 
wahrend beim Phosphat die Hemmungen 50°, ausmachen. Die Salz: 
sind in isoosmotischen Lésungen also nicht‘ als gleichwertig anzusehen 
Besonders stark hemmend wirkt das Phosphat (pq = 7,0). Die Hem 
mungen betragen hier in vierfach isotoner Lésung 80°,. Gleichfalls 
starke Hemmungen beobachten wir auch bei Natriumacetat und Natrium 
jodid. 

Das Wirkungsbild andert sich von Grund auf, wenn die Neutra! 
salze in saurem oder alkalischem Milieu auf die Diastase einwirken 
Mit wachsender Alkalitat nimmt die diastatische Kraft des Speichels ab. 
und zwar starker als mit ansteigender saurer Reaktion. Die Alkali 
schadigung ist gr6éBer als die Saureschaidigung. Dies Verhalten tritt 
in unseren Versuchen deutlich in Erscheinung. Die Versuche mit 
primarem und sekundaérem Phosphat wurden 2 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gehalten. In Anwesenheit von primérem Phosphat. ist 
fiinfmal (54,8 mg Maltose) mehr Maltose gebildet worden als in Gegen- 
wart von sekundaérem Phosphat (11,0 mg Maltose). Wirken Salz und 
Veranderung des Sauregrades gleichzeitig auf den Starkeabbau ein, so 
zeigt sich, das die Wirkungsrichtung bei Verwendung von primarem 
und sekundaérem Phosphat sich umkehrt. In saurem Milieu wird det 
Starkeabbau durch Neutralsalze verzégert, in alkalischem Milieu durch 
Neutralsalze ganz erheblich gesteigert. Fiir die einzelnen Salze ergeben 
sich dabei erhebliche Unterschiede. In saurer Lésung (primares Phos 
phat) hemmen besonders das Sulfat und Jodid den Starkeabbau, und 
zwar ganz erheblich starker als in neutraler Lésung. In vierfach isotone: 
Lésung betragt die Maltosebildung bei beiden Salzen nur noch 9°, des 
Kontrollversuchs, in zweifach isotoner Lésung 14 °,, in einfach isotone: 
Lésung 27 bzw. 34°. In rein wasseriger Lésung treten bei denselben 
Salzkonzentrationen nur geringfiigige Hemmungen auf. Natriumsulfat 
und Natriumjodid wirken in dem angegebenen Konzentrationsbereich 
in saurer Lésung gleich stark hemmend auf die Zuckerbildung ein. In 
0,25- und 0,5fach isotoner Lésung unterscheiden sie sich in ihrer Wir 
kungsstarke betrachtlich. 0,25fach isotone Natriumsulfatlésung ist fast 
wirkungslos, die entsprechende Konzentration Natriumjodid hemmt 
iiber 50°. Die iibrigen Salze sind in saurer L6sung nur wenig wirksam. 
Das gilt in gleicher Weise fiir Natriumacetat, -tartrat und -chlorid. Beim 
Chlorid tritt sogar eine leichte Férderung auf. 

In alkalischer Lésung wird die Wirksamkeit der Speicheldiastase be- 
sonders stark durch Sulfat und Chlorid gesteigert, durchschnittlich 
um iiber 300°. Beim Natriumsulfat nimmt die Wirkung mit ansteigen- 
der Konzentration bis zu einem Optimum bei zweifacher Isotonie zu, 
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eim Chlorid dagegen mit der Konzentration ab. Abnlich wie durch 


Sulfat wird auch durch Tartrat der Starkeabbau mit ansteigender Kon 
zentration geférdert. Die Unterschiede sind gerade hier sehr stark. 
Die Steigerung durch 0,25fache isotone Tartratlésung betragt 75°), 
lurch vierfache isotone Tartratlésung 249°, also mehr als das Dreifache. 
\uch die Steigerungen durch Jodid sind erheblich. Das Optimum der 
Wirkung tritt durch isotone Jodidlésung auf mit einer Steigerung um 
200°. VerhaltnismaBig wenig wirksam ist allein das Acetat: die maxi- 
male Steigerung betragt bei der héchsten Konzentration nur 55°,. 

In den Pankreatinversuchen (Tabelle 11) betrug die Konzentration 
des Pankreatins 0,025 auf 100, die Versuchsdauer 2 Stunden. 


Tabelle I]. Pankreatin. 





Pu 4,5 Pu 7,00 PH 8,30 
‘ : Primires Destilliertes Sekundires 
ausatze Phosphat Wasser Phosphat 
mg 0 mg 2 mg 
Maltose 0 Maltose Maltose 
hontrolle . . 7“ : 61,0 100 58,9 100 9.6 100 
NaoSO, 0,25 isoton 62.4 102 62,1 106 41,1 428 
* 0,5 - 43,9 72 59,4 101 48.0 500 
1.0 - 38,4 63 58,1 99 52.8 550 
2,0 ‘i 19,2 31 55,5 94 57,6 600 
4.0 i 11,6 19 49,7 85 57.6 600 
Na-Acetat io 62,4 102 57,1 97 17,8 18D 
‘a 0,5 s 63,1 103 53,2 90 13,7 146 
1.0 be 61,7 101 48,8 83 15,1 157 
2,0 61,7 101 40,0 68 15,1 157 
i 4,0 ‘ 58,2 95 34.4 5Y 18,5 193 
Na-Phosphat 0,25, _ 59.6 103 -- 
= 05 “ 58,9 100 
1,0 7 56.4 96 _ — 
2.0 ‘ — 24.9 42 

4,0 S — 17.8 30 — 
Na-Tartrat 0,25 , 62,4 102 63,4 116 10,3 107 
0.5 y 61,0 100 65,3 111 19,2 200 
1,0 m 61,7 101 66,3 113 23: 243 
2.0 4s 61,0 100 56,8 97 24.0 259 
‘ ee 60.4 99 54,5 93 37,0 385 
NaCl 0,25 a 64,4 105 65.1 111 58,2 607 
0,5 ne 63,7 104 63,8 109 58,2 607 
- y 61,0 109 623 106 590 615 
2,0 61,0 100 61,5 105 58,2 607 
4.0 58,2 95 61,2 104 59,6 621 
NaJ 0,25 33,6 55 59,6 102 40,4 420 
‘i 0,5 S 31,5 52 49.4 84 48,0 500 
1,0 He 16,4 27 38,6 66 48,0 500 
2.0 ‘ 11,0 18 30,6 52 44,6 465 
4.0 4,8 & 24.2 41 45,2 434 
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Die Versuchsergebnisse entsprechen mit geringen Einschrankunge: 


den an der Speicheldiastase erhobenen Befunden. In neutraler Lésun: 
wird auch hier durch Phosphat und besonders durch Jodid der Stark: 
abbau verzégert. Das Jodid hemmt bereits in 0,5fach isotoner Lésun, 
sehr stark, das Phosphat dagegen erst von zweifach isotoner Lésung an 
Starkere Verdiinnungen beider Salze sind unwirksam. Die Hemmunge: 
betragen beim Phosphat bis zu 70°,, beim Jodid bis zu 60°. Auch 
durch Acetat wird die Pankreasdiastase stark geschadigt. Die Zucke: 
bildung ist in vierfach isotoner Lésung ungefahr halb so groB wie im 
Kontrollversuch. Tartrat und Chlorid wirken besonders in starkere: 
Verdiinnungen férdernd. Das gleiche Verhalten fanden wir auch bei 
der Speicheldiastase angedeutet. Die Jodidwirkung ist bei der Speichel 
und Pankreasdiastase im Prinzip gleich, mit der Einschrankung, dal; 
die Pankreasdiastase starker geschadigt wird als die Speicheldiastase 


In sauren und alkalischen Lésungen verhalt sich die Pankreasamylase 





den Neutralsalzen gegeniiber wie die Speichelamylase. Unwirksam in 
Gegenwart von primarem Phosphat sind Acetat, Tartrat und Chlorid 
Sulfat und Jodid bewirken mit ansteigender Konzentration eine seh: 
erhebliche Einschrankung der Zuckerbildung, wie wir es auch fiir die 
Speicheldiastase gesehen haben. In alkalischem Milieu fordern am 
starksten Chlorid, Sulfat und Jodid, weniger Acetat und Tartrat. 

Die bisher beschriebenen Versuche zeitigten als bemerkenswerte 
Tatsache die Feststellung, daB bei den tierischen Diastasen die Speichel 
und Pankreasdiastase sich in ihrer BeeinfluBbarkeit durch Salze gleich 
verhalten. Die nunmehr zu beschreibenden Versuche zeigen besonders 
eindrucksvoll, daB die pflanzliche Diastase (Malz) sich ganzlich ab 
weichend verhalt. 

In neutraler Lésung setzen alle Salze mit ansteigender Konzen 
tration die Wirksamkeit der Malzdiastase herab. In 0,25fach isotone: 
Losung sind alle Salze noch ohne erkennbaren EinfluB; aber bereits 
bei der doppelten Konzentration tritt beim Sulfat, Tartrat und Chloric 
eine sehr starke Hemmung auf. In isotonischen Lésungen ist beim 
Jodid die geringste Einwirkung feststellbar, wie tiberhaupt Jodid die 
Malzdiastase von allen untersuchten Salzen am wenigsten in ihrer 
Wirkung herabsetzt, wahrend es die tierischen Diastasen besonders stark 
schadigt. Die erheblichen Unterschiede gegeniiber den_ tierischen 
Diastasen machen sich besonders beim Tartrat und Chlorid bemerkbar 
Natriumchlorid hemmt in den Malzdiastaseversuchen sehr stark, ist 
in den Speichel- und Pankreasdiastaseversuchen ohne Kinwirkung, was 
auch fiir Tartrat und Sulfat zutrifft. 

Besonders stark kommen die Unterschiede in der Salzwirkung auf 
tierische und pflanzliche Diastasen heraus, wenn der Zuckerabbau in 
saurer bzw. alkalischer Lésung sich vollzieht. In primarer Phosphat- 














erte 
hel 


eich 


ders 
ab 


ZEN) 
nel 
‘eits 
orid 
elm 
die 
hrer 
ark 
hen 
bar 
ist 


Was 


aut 
1 in 
lat - 


nwirkung verschiedener Neutralsalze der Hofmeisterschen Reihe usw. 317 


Tabelle III. 


Malzdiastase. 





PH 0 Pu > 7,00 Pu = 8.30 
‘ p Primares Destilliertes Sekundires 
Zusitze Phosphat Wasser Phosphat 
mg e mg a mg 
| Maltose Maltose Maltose 

Kontrolle 72,0 100 53,2 100 23,3 100 
Nay SO4 0,25 isoton 70.6 98 59,6 112 42.5 182 
; ie 72.0 100 38,1 72 | 50.7 218 
1,0 72,0 100 34,2 64 50,7 218 
2,0 404 56 21,9 41 13,7 59 
a 4.0 14,8 21 21.0 40 12,3 53 
Na-Acetat 0,25 69,9 97 52,7 99 30,1 130 
0,5 69,2 96 46,8 88 29.4 126 
1,0 67,9 94 25,8 49 28.8 124 
2,0 45.9 64 20,1 38 24.6 105 
4,0 28,8 40 16,0 30 16,4 70 

Na-Phosphat 0,25 52.8 99 

= 0.5 = — 50,3 95 

- 1,0 e 35.4 67 - 

* 2,0 - 19,8 37 - 

4.0 16,2 30 
Na-Tartrat 0,25 70,6 98 37,3 70 29.4 126 
i 0,5 72,0 100 29.5 56 32,9 141 
1,0 69.9 97 19,4 36 31,5 135 
- 2,0 68.5 95 17,2 32 34,2 147 
xe 4.0 - 52.7 73 16.3 31 40,4 173 
NaCl 0,25 * (12 99 52.4 98 24,6 106 
0.5 40,4 56 39.8 75 25,3 108 
1,0 27,4 38 28.6 54 25,3 108 
2.0 oe 24,6 34 21,5 41 21,9 94 
4.0 17.8 25 19,2 36 11.6 50 
NaJ 0,25 71,3 99 55,0 103 24,6 105 
0.5 68,5 95 49.4 93 18.5 80 
1,0 54,9 76 46.1 85 17,8 76 
2,0 29,4 41 42.9 Sl 11,0 47 
4,0 8,2 11 39.4 74 10.3 44 





lisung sind 0,25fach isotone Lésungen saémtlicher Salze unwirksam, 
desgleichen 0,5fach isotone Lésungen mit Ausnahme von Natrium- 
chlorid, das die Zuckerbildung bereits um iiber 40°, verzogert. In 
isotonen Lésungen sind Sulfat, Acetat, Tartrat noch ohne Einwirkung, 
desgleichen Tartrat in zweifach isotoner Losung. In héheren Konzen- 
Salze sehr stark, Natriumsulfat, 
-chlorid und -jodid, am wenigsten Tartrat. In den entsprechenden 
Speichel- und Pankreatinversuchen sind Acetat, Tartrat und Chlorid 
in simtlichen Konzentrationen unwirksam. 


trationen hemmen alle besonders 


Besonders deutlich zeigt 
sich der Unterschied zwischen tierischen und pflanzlichen Diastasen 


Biochemische Zeitschrift Band 283. 91 


< 




















318 W. Haarmann u. O. Folsche: 


bei der Kochsalzwirkung. Die Zuckerbildung wird hier auf sehr niedrigy 
Werte heruntergedriickt, durch tierische Diastasen aber kaum verandert. 
Auffallend ist, daB Jodid auf die Malzdiastase erheblich schwacher ein 
wirkt als auf die tierische Diastase. In isotoner Lésung betragt z. B. die 
Hemmung der Malzdiastase 24°, der Speicheldiastase 66°, und de: 
Pankreasdiastase 73 °,. 

Wesentlich eindrucksvoller zeigt sich das unterschiedliche Ver 
halten der Diastasen bei der Maltosebildung in sekundarer Phosphat 
lisung. Die tierischen Diastasen werden selbst durch hohe Konzen- 
trationen in ihrer Wirksamkeit durch die Neutralsalze stark angeregt. 
Auch bei der Malzdiastase beobachten wir den férdernden EinfluB der 
Salze, nicht aber in den héheren Konzentrationen. In vierfach isotone: 
Lésung setzen alle Salze mit Ausnahme von Tartrat die Zuckerbildung 
,. Die starkste F6rderungswirkung 
tritt durch Sulfat auf, das Optimum liegt bei 0,5facher Isotonie mit 
einer Steigerung von 118°. Bereits bei zweifacher Isotonie ist die 
Zuckerbildung um 41°, verzégert. Die Férderungswirkungen von 
Acetat und Tartrat sind erheblich schwacher als bei den tierischen 
Diastasen. Gewaltig ist die Verschiedenheit der Diastasen unter der 
Natriumchloridwirkung. Wahrend die Speicheldiastase um iiber 300 °, 
und die Pankreasdiastase um iiber 500° in ihrer Wirksamkeit angeregt 
werden, wird die Malzdiastase nicht merklich beeinfluBt. In vierfach 
isotoner Lésung betrigt die Zuckerbildung aus Starke durch Pankreatin 
das Sechsfache des Kontrollversuchs, durch Malzdiastase dagegen nu: 
die Halfte. 

Unsere Versuche zeigen, daB die tierische Diastase und die pflanz- 
liche Diastase nicht miteinander identisch sein kénnen. 


stark herab, und zwar um 30 bis 55 °% 


Besprechung der Ergebnisse. 


Bis zum Erscheinen der grundlegenden Arbeit von K. Myrbdck’ 
wurde allgemein die Ansicht vertreten, daB die tierischen Diastasen 
bei vélliger Abwesenheit von Salzen unwirksam sind. Das wirksame 
Ferment wurde als eine Verbindung der organischen Amylase mit 
Neutralsalzen aufgefaBt, die Neutralsalze waren also ein ,,Proferment”, 
ein Zymogen der Diastase. Die einzelnen Komplexe seien verschiedene 
Fermente, da sie ein verschiedenes Optimum der Wasserstoffionen- 
konzentration haben. Wie Myrbdck zeigen konnte, besitzt die salz- 
freie Amylase bei ihrem py-Optimum von 6,0 bis 6,1 eine Aktivitat, 
die etwa 40°, von der bei pu 6,8 maximal durch NaCl erreichbaren 
ausmacht. Phosphat, Acetat und Sulfat geben nach ihm keine Enzym- 
verbindung. Phosphat und Acetat dienen lediglich als Puffer, die in 


' Myrbdéck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 159, 1, 1926, 
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Konzentrationen wie auch Natriumsulfat von iiber n/10 die Aktivitat 
der Amylase hemmen. Echte Salzamylasen sind nach Wyrbdck die 
Chlorid-, Bromid-, Jodid-, Nitrat- und Chloratamylase, da ihr pg-Op- 
timum bei einem anderen Sauregrad liegt als das der salzfreien Amylase. 
iis ist in die Nahe des Neutralpunktes verschoben (py 6,7 bis 7,0). 
Phosphat, Acetat und Sulfat verandern das pg-Optimum der salzfreien 
Amylase nicht. Da der halbe Umsatz bei der salzfreien Amylase be- 
zogen auf das Aziditétsoptimum von py = 6,1 bei pq = 4.9 und 7,0 
auftritt, bei der Chloridamylase aber bei py 5,3 und 7,9, so ergibt 
sich, daB eine Aktivierung durch Salze besonders stark bei schwach 
alkalischer Reaktion sichtbar wird, da die salzfreie Amylase sehr alkali- 
empfindlich ist. Bei pq = 7,5 ist die Aktivitaét bereits auf 10 bis 15°, 
gesunken, die der Chloridamylase aber nur auf 75°,. Dab fiir die Wirk- 
samkeit der Salzamylasen sowohl das Anion wie auch das Kation mab3- 
gebend sind, wurde von Haarmann und Bartscher in der vorstehenden 
Arbeit an den Chloriden der Alkalien und Erdalkalien gezeigt. Die Ver- 
suche von Haarmann und Bartscher zeigen, dab die Dextrinbildung, die 
von Wohlgemuth mit seiner von ihm angegebenen Jodfairbungsmethode 
untersucht wurde, durch die Chloride in der gleichen Weise verandert 
wird, nicht aber der Abbau der Starke zu Maltose. Bei kritischer Durch- 
sicht des Schrifttums erkléren sich die zum Teil entgegengesetzten 
Befunde der einzelnen Autoren ohne weiteres dadurch, da die Versuchs- 
technik verschieden war. Nur die Bestimmung des Endproduktes des 
Starkeabbaues, der Maltose, gibt uns Auskunft iiber die Verwertbarkeit 
der Starke und nicht die Bestimmung von Zwischenprodukten. So 
decken sich denn auch unsere Versuchsergebnisse mit den Befunden det 
Autoren, die die Maltosebildung als Ma fiir die GréBe des Starkeab- 
baues benutzten. Diese Untersuchungen liegen meist schon lange 
zuriick. In Betracht kommen vor allem die Arbeiten von Ringer und 
van Trigt! und eine Arbeit von Bang?. Phosphat und Acetat hemmen 
nach Ringer die Ptyalinwirkung, desgleichen nach Bang das Phosphat. 
Weiterhin stellte Bang fest. daB Natriumchlorid die Zuckerbildung aus 
Starke in sekunda:er Phosphatlésung erheblich steigert, nicht aber in 
primarer Phosphatlésung. Die Bangschen Versuche, die an Speichel- 
diastase ausgefiihrt wurden, entsprechen vollkommen unseren Be- 
funden. Die Pankreasamylase verhalt sich in unseren Versuchen wie 
die Speichelamylase. Die beiden Amylasen diirften, wie auch Wohl- 
gemuth und Myrbdck annehmen, identisch sein. 

Die Natriumchlorid- und Jodidwirkung bei Gegenwart von sekun- 
darem Phosphat lat sich ohne weiteres durch die gréBere Resistenz der 
Salzamylase gegeniiber der salzfreien Amylase erklaren, nicht aber 

1 Ringer u. van Trigt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 82, 484, 1912. 

* Bang, diese Zeitschr. 32, 417, 1911. 
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die Sulfatwirkung, da es nach Myrbdck eine Sulfatamylase nich 
gibt. Da in unseren Versuchen das Sulfat und in geringeren 
MaBe auch das Acetat und Tartrat die Amylasen des Speichels unc 
des Pankreas gegen den Zerfall schiitzen, so muB es entweder auch 
eine Sulfatamylase geben, oder die Wirkung des Sulfats beruht auf 
seiner stark entquellenden Wirkung, die der quellenden Wirkung 
der alkalischen Reaktion entgegenarbeitet. Fiir die letzte An 
nahme spricht die Tatsache, da auch die Malzamylase, die sich 
von den tierischen Amylasen durch ihre verschiedene BeeinfluBbarkeit 
durch Gifte unterscheidet und mit ihnen nicht identisch ist, in alkalische; 
Lésung durch Sulfat, Tartrat und Acetat aktiviert wird, nicht aber 
durch Chloride und Jodide. Die Wirksamkeit der Diastasen wiirde 
demnach beim Sulfat durch Anderung des Dispersitatsgrades beeinflubt 
werden. 

Nach Bang nimmt die Starkeverzuckerung durch Speichel bereits 
bei neutraler Reaktion ab und wird mit wachsender Alkalitaét allmahlich 
gleich Null. Auch in unseren Versuchen ist die Zuckerbildung in sekun- 
darer Phosphatlésung nur sehr gering. Neben dem Chlorid tibt vor allem 
das Sulfat eine schiitzende Wirkung auf die tierischen Amylasen aus. 
Es folgen das Jodid und Tartrat, wahrend der Acetateinflu8 nur gering 
ist. Natriumchlorid ist allen Salzen an Wirkung iiberlegen, weil das 
Optimum bereits bei 0,25facher isotoner Lésung auftritt, beim Sulfat und 
Tartrat dagegen erst bei hdherer Konzentration. Die Wirkung der Salze 
nimmt in folgender Reihenfolge ab: Chlorid > Sulfat > Jodid > Tartrat 
> Acetat. Diese Beziehungen gelten fiir die Speichel- und Pankreas- 
diastase, nicht aber fiir die Malzdiastasen. Die Reihenfolge lautet hier: 
Sulfat > Tartrat > Acetat > Chlorid > Jodid. Besonders bei héheren 
Konzentrationen (auch beim Sulfat) kommt zu der Hemmung durch die 
alkalische Reaktion noch die Schadigung durch die hypertone Lésung. 
die besonders stark beim Jodid und Sulfat ist. 

Lassen wir die Neutralsalze in Gegenwart von primarem Phosphat 
auf die Diastase einwirken, so ergibt sich ein vollkommen anderes 
Wirkungsbild als in den entsprechenden Versuchen mit sekundare: 
Phosphatlésung. Die Hemmungswirkung des primaren Phosphats, die 
gegeniiber dem sekundéren Phosphat nur gering ist, wird durch die 
Salze nicht aufgehoben, sondern, das gilt besonders fiir das Sulfat und 
Jodid, erheblich verstérkt. In saurer Lésung treten demnach ganzlich 
andere Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Salzen auf wie in 
alkalischer Lésung. Einen hemmenden EinfluB der Phosphate gegeniibe' 
salzfreien Lésungen, untersucht bei pq = 7,07, stellte Ringer fest 
Auch in unseren Versuchen zeigt sich gleichfalls die starke Hemmung 
durch Phosphat (py = 7,0). Phosphatmischungen hemmen also in 
héheren Konzentrationen die Fermentwirkung, wie es auch fiir das 
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\cetat und Jodid der Fall ist. Nach Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und 
Hesse! ist der EinfluB des Phosphations noch zweifelhaft, da sie bei der- 
selben Wasserstoffzahl mit Phosphat und Acetat gleich grobe Amylase- 
wirkungen erzielten. Acetat und Phosphat diirfen nach unseren Ver- 
suchen nicht miteinander verglichen werden, weil auch das Acetat in 
héheren Konzentrationen ahnliche Hemmungwirkungen zeigt wie das 
Phosphat. Die Ergebnisse von anderen Autoren, die nach der Wohl- 
gemuthschen Methode arbeiteten und zum Teil zu anderen Feststellungen 
kamen, kénnen nicht als Gegenbeweis angesehen werden, da die 
Wohlgemuthsche Methode nur grobe Schatzungen zulaBt und keine zu- 
verlassige Bestimmungsmethode ist. Zusammenfassend |aBt sich sagen, 
daB auch heute noch alle Erklarungsméglichkeiten der Salzpufferwirkung 
nicht voll befriedigen. 


Zusammenfassung. 


Es wurde der EinfluB einiger Neutralsalze der Hofmeisterschen 


Reihe Natriumsulfat, Natriumacetat, Natriumphosphat, Natrium- 
tartrat, Natriumchlorid, Natriumjodid — auf die Zuckerbildung aus 


Starke durch einige diastatische Fermente untersucht. Die Wirkungs- 
starke und auch die Wirkungsrichtung der Neutralsalze ist sehr stark 
abhingig vom Milieu, d.h. vom Sauregrad der untersuchten Lésung. 
In gleicher osmotischer und ungepufferter Lésung hemmen alle Neutral- 
salze mit ansteigender Konzentration den Starkeabbau. Die Speichel- 
und Pankreasamylase verhalten sich gleich, wahrend die BeeinfluBbarkeit 
der Malzdiastase vollkommen abweicht. Die tierischen Diastasen 
werden besonders stark durch Acetat, Phosphat und Jodid in ihrer 
Wirksamkeit gehemmt: Sulfat, Chlorid und Tartrat sind nur schwach 
wirksam. Die Malzdiastase wird durch alle Neutralsalze stark ge- 
schadigt ; am wenigsten durch Jodid. In alkalischer Lésung aktivieren 
alle Neutralsalze die Wirksamkeit der tierischen Diastasen, besonders 
stark Chlorid und Sulfat, nur wenig das Acetat. Die Malzdiastase wird 
durch Sulfat, Acetat und Tartrat aktiviert, nicht aber durch Chlorid 
und Jodid. Héhere Konzentrationen der Neutralsalze mit Ausnahme 
von Tartrat setzen den Starkeabbau in alkalischer Lésung weiter herab, 
wahrend bei den tierischen Diastasen eine starke Férderung auftritt. 
In saurer Lésung (primares Phosphat) tritt kaum eine Aktivierung der 
Diastasen ein. Acetat, Tartrat und Chlorid sind bei den tierischen 
Diastasen fast vollkommen unwirksam, Sulfat und Jodid vermindern 
die Menge der gebildeten Maltose noch weiter. Die Malzdiastase wird 
in saurer Lésung durch Neutralsalze stark in ihrer Wirksamkeit ab- 
geschwacht, besonders stark durch Chlorid und Jodid. 


1 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 
143, 1923. 

















Uber eine einfache Methode zur genauen Bestimmung der Ver- 
kleisterungstemperatur der Stirke nebst einigen Bemerkungen 
zum Vorgang der Verkleisterung. 

Von 
F. Fisehler und J. Schwaibold. 

(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Miinchen. 
(Eingegangen am 14. November 1935.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Da die Verkleisterung der Staérkekérner der verschiedenen Pflanzen 
arten neben anderen dabei stattfindenden Umwandlungen regelmabig 
mit einem erheblichen Aufquellen der Staérkekérner sowie mit deutlichen 
Anderungen ihrer Struktur- und Lichtbrechungsverhaltnisse einhergeht, 
war es naheliegend, das Auftreten dieser Umwandlungen als Merkmal! 
fiir den Eintritt und den Grad der Verkleisterung heranzuziehen. 


Man findet daher — da sich diese Zustandsaénderungen unmittelbar 
nur mikroskopisch beobachten lassen schon in recht lange zuriick 


liegenden Bestimmungsversuchen der Verkleisterungstemperatur das 
Mikroskop in Anwendung. Dabei gingen die Autoren so vor, dab in 
bestimmten kurzen Zeitabstanden Proben aus den ganz langsam er- 
warmten Aufschwemmungen von Starke in Wasser herausgenommen 
und mikroskopisch betrachtet wurden. Ganz allgemein haftet diesem 
Vorgehen der Nachteil an, da nicht ein und dieselben Starkekérne: 
vor und nach Einwirkung bestimmter Temperaturen beobachtet werden 
kénnen, sowie daf der EinfluB der Gesamttemperaturanderung natiirlich 
noch weniger an den gleichen Starkekérnern zu verfolgen ist. Wie 
spatér genauer dargelegt werden wird, ist aber die BeeinfluBbarkeit 
der Starkek6rner durch Temperatureinfliisse nicht allein fiir die Starke 
verschiedener Pflanzenarten verschieden, sondern es ist auch mit einem 
individuellen Ablauf der thermischen Einfliisse auf Starkekérner det 
gleichen Pflanzenart zu rechnen. Es war daher zu erwarten, daB eine 
einfache Methode mit fortlaufender Beobachtungsméglichkeit det 
Temperatureinfliisse auf die gleichen Starkekérner eine sicherere Be- 
stimmung der Verkleisterungstemperatur und einen genaueren EKinblick 
in den Vorgang der Verkleisterung erlauben werde. 

Bevor wir aber auf unsere eigenen Versuche hieriiber eingehen, sei ein 
kurzer Riickblick auf die bisher vorliegenden Ergebnisse iiber die Beein- 
flussung der Verkleisterung von Starke unter Warmeeinfliissen geworfen. 
Man verdankt EL. Lippmann’ aus einer Veréffentlichung aus dem Jahre 186] 


1 BE. Lippmann, J. f. prakt. Chem. 88, 51, 1861. 
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chon recht genaue Beobachtungen hieriiber. Seine Untersuchungsmethode 
var die eingangs angefiihrte, wobei es ihm gelang festzustellen, daB der 
Verkleisterungsvorgang unter Temperatureinflu®i sich in mindestens drei 
Phasen vollzieht, nimlich in einem Aufquellen der einzelnen Starkekérner, 
in einem Beginn der Verkleisterung und in der Vollendung dieses Vorganges. 
Fir die hierbei gefundenen Temperaturen seien aus seinen Tabellen im 
Hinblick auf unsere eigenen Versuche die folgenden Werte angefiihrt, an 
die zugleich Werte eines zweiten Untersuchers, J.C. Lintner', angefiigt seien, 
auf die sofort zuriickgekommen wird. 


Tabelle tiber die Verkleisterungstemperaturen. 





Nach E. Lippmann Nach Lintner 
Stirkeart Deutliches 6." sp — Noch un- — se — 
Aufquellen {leisterung kleisterung Verkleistert ,Jeisterang kleisterung 
0C oC 9C 9C Cc ( 
Kartoffel . . . 46,25 58,75 62.50 45 60 65 
Weizen. ... 50,00 65.00 67.50 45 60 80 
_! a ae 50,00 55,00 62.50 50 65 75 
Reis . . a 53,75 58,75 61,25 60 70 SO 
Roggen. ... 45,00 50,00 55,00 45 5D 80 
Buchweizen. . 55,00 68,75 71,25 -- 


Wahrend sich Lippmann zur Feststellung seiner Werte einer méglichst 
genauen Besichtigung der an den Starkekérnern ablaufenden Vorgange 
unter der Temperatureinwirkung bediente, konnte Lintner sich hierfiir 
auf eine Beobachtung stiitzen, die er fiir den engeren Vorgang der Ver- 
kleisterung gemacht hatte, naimlich der Einwirkung von Jodlésung auf 
.gequollene** Starkekérner, die sich unter deren Einwirkung wieder ,,ab- 
runden‘', d.h. ihre urspriingliche Form wieder annahernd annehmen, 
wahrend véllig verkleisterte Kérner durch die Einwirkung der Jodlésung 
zerfallen, namentlich wenn noch ein leichter Druck auf das Deckglas aus- 
geiibt wird. Offenbar wollte sich Lintner durch Einschaltung dieser Kriterien 
von subjektiven Einfliissen reiner Beobachtung sichtbarer Verainderungen 
frei machen. Seine Beobachtungen gelten also nur fiir den Beginn und die 
vollendete Verkleisterung. Lintner hat aber zu groBe Temperaturintervalle 
fur seine Beobachtungen gewahlt, namlich von 5 zu 5°, wahrend Lippmann 
dazu 1 bis 2'/,° wahlte. So sind wohl auch die Differenzen in den Beob- 
achtungen von Lippmann und Lintner zu erklaren, wenn bei letzterem 
vielleicht auch noch mit direkten Einwirkungen der Jodlésung, d.h. mit 
chemischen Eingriffen in den Verkleisterungsvorgang zu rechnen ist. 

Ein weiteres wichtiges, einschlagiges Verfahren stammt von Nyman’, 
das sich aber offenbar noch nicht fiir praktische Zwecke eingebiirgert hat. 
Betrachtet man unveranderte Starkekérner der Kartoffel im Polarisations- 
mikroskop, so erscheint ein charakteristisches orthogonales Kreuz. Nyman 
konnte nun zeigen, daB sich dieses Kreuz mit fortschreitender Verkleisterung 
verbreitert, um schlieBlich zu verschwinden. Diesen Punkt will Nyman als 
Verkleisterungstemperatur angesehen wissen. Wir kommen auf diesen 
Vorsehlag noch zuriick. 


1 J.C. Lintner, Brenner- und Malzereikalender Miinchen 1888/89. — 
2 Nyman, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 24, 634, 1912. 
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Obwohl noch eine Reihe anderer Priifungen der Verkleisterung 
temperatur mit Hilfe des Mikroskops gemacht wurden, so von Maurizio 
Arthur Meyer*, Wiegel®, J. R. Katz und L. M. Rientsma 4, W.M. Beyerinck 
Wittmack ®*, M. P. Neumann’ u.a., bringen sie methodisch doch nicht 
wesentlich Neues mit Ausnahme einer ganz neuerlichen Mitteilung vor 
W.W. Lepeschkin’, der die eingangs erwahnte Forderung der Beobachtun: 
einzelner Starkekérner im Wasserbad mit Hilfe des Horizontalmikroskoy 
und Kammern aus Deckglisern verwirklichte. Einige Ergebnisse diese: 
Arbeit werden spater genauer von uns besprochen werden, hier sei nur rei: 
methodisch betont, da sein Verfahren fiir eine praktische Verwendung zu 
umstandlich erscheint. 

Die bisherige Verfolgung der Verkleisterungstemperatur mit Hilfe de- 
Mikroskops hat aber nicht zu vollig eindeutigen Resultaten gefiihrt, wa 
zur Folge hatte, daB man auch die iibrigen Veranderungen, die die Starke 
k6rner bei der Verkleisterung erfahren, methodisch herangezogen hat, un 
auf ihnen entsprechende Bestimmungsverfahren aufzubauen. Von diese: 
seien im folgenden nur diejenigen kurz angefiihrt, die fiir unsere aus de1 
Beobachtung der Verkleisterung durch reine Betrachtung gewonnenen 
Deduktionen von Wichtigkeit geworden sind. 

Zunichst ist die Methode von Samec® zu nennen, die von den Ver 
anderungen der Lichtbrechung der Starkekérner durch die Verkleisterung 
ausgeht. Samec lieB auf eine durch ein Riihrwerk in Schwebe gehaltene 
Starke-Wassermischung, die sich in einem geeigneten GlasgefaB befand., 
das seinerseits wieder in einem Wasserbad aufgestellt war, durch eine Lins: 
das Bild einer Kohlenfadenlampe fallen, das ganz scharf zur Abbildung kam 
In einem verfinsterten Zimmer wurde dieses Bild mit einem Fernrol 
beobachtet und nun die Wasserbadtemperatur langsam gesteigert. Mit dem 
Moment der Erreichung der Verkleisterungstemperatur wurden die ab 
gebildeten Faden der Glithlampe plétzlich ,,wie angeschwollen® und das 
ganze Bild wurde ,,undeutlich und verschwommen"™. Die dabei ermittelte 
Temperatur stimmte mit der auf andere Art ermittelten iiberein (57,5°) 

Wo. Ostwald” ging bei seiner Bestimmung der Verkleisterungstemperatu! 
von viskosimetrischen Messungen aus. Eine Starke-Wasseraufschwemmung 
verhalt sich zunachst viskosimetrisch bei der Erwarmung wie reines Wasser. 
Die ,Viskositat nimmt, wenn die Logarithmen der Viskositiétszahlen als 
Ordinaten aufgetragen werden, die Temperaturgrade als Abszissen, in eine! 
steilen, geraden Linie ab, um plétzlich in einem spitzen Winkel bei de 
Erreichung von 57 bis 58,5° ebenso steil anzusteigen. Zwischen 65 bis 75 
ist dann eine Zone geringeren Anstiegs zu beobachten, wahrend von da al 
bei weiterer Erhitzung der Anstieg in einer steilen Geraden erfolgt. 

Samec™ hat eine weitere Methode der Beobachtung des Verkleisterungs 
vorganges ausgearbeitet, die von der Eigenschaft der Starke mit warmem 


' A. Maurizio, Nahrungsmittel aus Getreide, IT. Aufl., 1, 259, Berlin. 
Paul Parey, 1924. —? Arthur Meyer, Untersuchungen iiber die Starkek6érner. 
Jena, G. Fischer, 1895. — * RB. Wiegel, Kolloidzeitschr. 62, 310, 1933. 

4 J. R. Katz u. L. M. Rientsma, Zeitschr. f. physik. Chem. Abt. A, 150, 


75, 1933. 5 W. M. Beyerinck, zit. nach J. R. Katz u. L. M. Rientsma. 

6 Wittmack, zit. nach M. P. Neumann. — 7 M. P. Neumann, Brotgetreide 
u. Brot, II. Aufl., S. 54ff. P. Parey, 1924. — § W. W. Lepeschkin. 
Kolloidzeitschr. 70, 312, 1935; 82, 42, 1923. - ® M.Sameec, Handb. d 
Kolloidwiss. 2, 169, Th. Steinkopff, 1927. 10 Wo. Ostwald, Kolloidzeitsehi 


12, 318, 1913; 25, 44, 1920. it M.Samec, |.c. 8. 171, 172. 
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Wasser zu quellen ausgeht. Hierbei wird das Volumen einer bestimmten 
Starkemenge unter steigenden Temperaturen mit Hilfe kalibrierter Zentri- 
fugenglaser durch Zentrifugieren festgestellt. Tragt man das Volumen der 
entrifugierten Starke als Ordinate, die Temperatur als Abszisse ein, so 
ergibt sich, daB nahe bis an 50° heran eine Horizontale entsteht, d. h. dai 
sich das Volumen der Starkek6rner nicht andert, also keine Wasserein- 
iagerung erfolgt. Von da ab steigt zwischen 50 bis 60° die Kurve sehr steil 
an, und zwar ziemlich gleichmaBig, woraus sich auf eine erhebliche, an- 
nihernd gleichmaBige Wasseraufnahme der Starkekérner schlieBen last. 

So interessant diese Feststellungen alle sind, so wenig sind sie fur 
den praktischen Gebrauch geeignet, da die Apparatur und die Aus- 
fiihrung viel Geschick und Zeit erfordern. Uberdies sind sie bis auf das 
von Wo. Ostwald ausgearbeitete Verfahren, den mikroskopischen direkten 
Beobachtungen hinsichtlich ihrer Genauigkeit unterlegen. Um so mehr 
muB unsere Forderung, fiir diese Untersuchungen ein einfach zu hand- 
habendes und doch hinreichend genau arbeitendes Verfahren mit fort- 
laufender gleichzeitiger Temperaturbeobachtung am gleichen Starke- 
korn zu besitzen, zur Durchfiihrung gebracht werden. 

Diese Forderungen wiirden wohl am _ einfachsten durch einen 
genau heizbaren Objekttisch mit feiner Temperatureinstellung verbirgt 
werden kénnen. Solche Apparate sind aber fiir den praktischen Labora- 
toriumsbetrieb zu teuer. 

Experimenteller Teil 
Methodisches, 

Schon langer ist uns aber der Mikroschmelzpunktapparat von 
Deininger' fiir exakte, fortlaufende Temperaturbestimmungen unter 
gleichzeitiger Beobachtung des Objekts bekannt. Dieser Apparat 
erschien uns fiir den ins Auge gefaBbten Zweck ganz besonders geeignet. 
Er besitzt eine fiir praktische Zwecke hohe Genauigkeit, ist billig und 
kann in jedem Laboratorium leicht aufgestellt werden. Selbstverstéand- 
lich leistete der von KAofler? konstruierte Mikroschmelzpunktapparat 
noch bessere Dienste, da er eine héchste Genauigkeit besitzt. Seiner 
allgemeinen Anwendung steht aber sein Preis entgegen. 

Der Apparat von Deiniger besteht im wesentlichen aus einem durch 
Asbest gegen Warmeabgabe geschiitzten langlich-kubischen Kupferblock, 
dessen eine Seite fiir die Beheizung mit Gas eingerichtet ist. Auf der Ober- 
flache ist am anderen Ende des Blockes oben eine Vertiefung zur Autnahme 
dles Objekttragers vorhanden, die durch Auflage einer dickeren Glasscheibe 
und einer gleich groBen Asbestscheibe, die nur einen kleinen Ausschnitt fiir 
das direkte mikroskopische Beobachtungsfeld hat, gegen Abkiihlung ab- 
geschlossen werden kann. Durch die Liangsachse des ganzen Blockes geht 
eine Bohrung, die auf der Heizseite eine Schraube aufnimmt, auf der Gegen- 
seite das Thermometer, wobei die Schraube je nach ihrer Stellung, das Thermo- 


1 J. Deininger, Pharm. Ztg. Nr. 27, 1935. > Wojler, Arch. t. Pharm. 
u. Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 1932, S. 293. 
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meter tiefer oder weniger tief in den Block einzuschieben gestattet. Zwe 
senkrechte feine Bohrungen durch die Mitte des Beobachtungsfeides, dis 
gegen Luftzufuhr von unten mit Glimmerplattchen abgeschlossen sind, sind 
fiir die Lichtzufuhr durch den Spiegel des Mikroskops vorhanden. 

Die Lage bzw. Tiefe, bis zu der das Thermometer in méglichste Nalh« 
des Beobachtungsraumes eingefiihrt werden muB, wird durch Schmelz 
punkthestimmung reiner Substanzen empirisch geeicht, wobei die Schrauby 
als Widerlager und Gegenregulierung fiir die Tiefeneinfiihrung des Thermo 
meters dient. Nach der Eichung ist es zweckmaBig, die Schraube nicht 
mehr zu verstellen und am Thermometer eine Marke fiir den Grad dei 
Tiefeneinfiithrung anzubringen. 

Der Beobachtungsteil des Instruments wird auf den Objekttisch eines 
Mikroskops so aufgelegt, da} das Spiegellicht durch eine der feinen senk 
rechten Beobachtungsréhren durchfallen kann, womit die Beleuchtung des 
Gesichtsfeldes gegeben ist. Ein verstellbarer FuB an der Heizseite des 
Blockes sowie ein Abblendschirm der Heizung gegen das Mikroskop sichern 
die Stabilitat sowie die Temperatursicherheit des Instruments. Die Feinheit 
der Heizregulierung ist durch emen regulierbaren Mikrobrenner gewiéhr 
leistet. Bei einiger Ubung gelingt es leicht, die Temperatur in jedem ge 
wiinschten Tempo zu steigern, ja sogar fir Stunden auf annihernd der 
gleichen Hohe zu erhalten. Durch Benutzung unterteilter Thermometer ist 
auch tiir die Ablesung der Temperatur jede gewiinschte Feinheit zu erreichen, 
fiir den praktischen Gebrauch aber entbehrlich, da durch Lupenablesung 
leicht bei gewoéhnlichen gepriiften Thermometern ! ,° mit geniigender 
Sicherheit erkennbar ist. Zweckmabig wird das Instrument an einem Ort 
aufgestellt, der frei von Luftzug und an sich keinen gr6B8eren Temperatur 
schwankungen ausgesetzt ist. 

Fiir die beabsichtigte Untersuchung nimmt man einen hohl geschliffenen 
Objekttrager, fillt die Hohlkalotte mit der Fliissigkeit aus, in der man die 
Starkekérner untersuchen will, entnimmt dem AufbewahrungsgefaiB der 
Starke mit einer feinen Platinése von etwa ' , mm Durchmesser eine Starke 
probe und verriihrt sie mittels des Platindrahtes méglichst gleichmaBig in 
der Fliissigkeit des Hohlobjekttragers, bedeckt dann das ganze durch seit 
liches Aufschieben eines Deckglaschens in der Weise, daB keine Luftblasen 
eingeschlossen sind und saugt mit einem Filtrierpapierstreifen einen etwaigen 
UberschuB an Fliissigkeit ab. ZweckmaBig nimmt man zur Bedeckung ein 
etwas gréBeres Deckglaischen, damit die Verdunstung mdéglichst hintan 
gehalten wird. Fiir lingere Beobachtungszeiten empfiehlt es sich, um den 
Rand des Deckglischens mit warmem Wachs einen AbschluSring zu ziehen. 

In dieser so vorbereiteten Apparatur lassen sich nun die beab- 
sichtigten Beobachtungen in aller Ruhe leicht und rasch auswechselbar 
durehfiihren. Geeicht wurde der Apparat mit Diazoamidobenzol 
F. 102,5°, Benzonaphthol F. 1079, Dinitrotoluol F. — 70°. Die 
entsprechenden chemischen Substanzen wurden gleichzeitig in be- 
kannter Weise in einem wblichen Schmelzpunktapparat kontrolliert. 
Deininger empfiehlt als Schmelzpunktsteste Sulfonal, Acid. diathyl- 
barbituricum u. a. Uber 200° laBt die Genauigkeit der Apparatur nach. 


Die Vorgange bei der Verkleisterung. 
Zunachst seien einige allgemeine Bemerkungen iiber die Vorgange 
bei der Verkleisterung vorausgeschickt, die man beisehr langsamer Steige- 
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rung der 'Temperatur etwa ! ,° in der Minute an dem einzelnen 
Starkekorn bis zu dessen volliger Verkleisterung beobachten kann. Am 
besten lassen sie sich an den relativ groBen Kérnern der Kartoffelstarke 


verfolgen. Die ersten dem Auge erkennbaren Vorgiinge treten dabei 


q°* 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Vor der Verkleisterung Nach der Verkleisterung. 
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Abb. 3 
Nach der Verkleisterung 


Kartofttelstirke. Vergr. 1: 100 


Abb. 1 und 2 zeigen die gleichen Stiirkekérner. 
Abb. 2 zeigt den mehr blasenfirmigen Typus der Verkleisterung. 
Abb. 3 zeigt den zopf- und kranzartigen Typus der Verkleisterung bei der Mehrzahl der 


Starkekorner 


etwa bei 50° auf. Verstellt man das Mikroskop nicht in seiner Hohe, 
so sieht man den Lichthof im auBeren Teil des Korns dunkler werden, 
der innere Teil des Korns wird dabei etwas lichter. Dann setzt eine 


leichte Volumenzunahme des ganzen Korns ein. Die weiteren Vorgange 
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konnen dann nach zwei Typen verlaufen. Nach dem einen schwillt 
das ganze Korn weiter langsam auf, bis es mehrfach gréBer als urspriing 
lich geworden ist, wobei vor allem auffallt, daB eine oft gleichmaBig 
das ganze Innere betreffende Aufhellung der Gesamtstruktur erfolgt 
oder nur noch vereinzelte Strukturunterschiede bemerkbar bleiben 
so daB man den Eindruck einer Blase hat. Nach dem zweiten und weit 





Abb. 4. Vor der Verkleisterung. Abb. 5. Nach der Verkleisterung. 
Reisstiirke. Vergr. 1: 600. 
Der durch den Schmelzpunktapparat bedingte anormale Abstand zwischen Objektiv und Kon- 
densor verhinderte eine gleichmifiige Ausleuchtung des Gesichtsfeldes. 


haufigeren Typus tritt aber nach geringer Anschwellung des Korns 
an einer oder mehreren Stellen des Korns eine pilzartige Anschwellung 
auf, aus der sich, gleichsam hervorwachsend, der gequollene Inhalt 
langsam zu ergieBen scheint. Bei weiterer Steigerung der Temperatur 
beschleunigt sich dieser Vorgang, das Korn vergquillt mehr oder minder 
rasch im ganzen unter erheblichem Anschwellen. Dabei bleibt aber 
trotz einer gewissen Aufhellung des Inneren eine kranz- oder zopfartige 
Struktur erhalten. Am besten verdeutlichen diese zwei geschilderten 
Typen der Verkleisterung die beigefiigten Mikrophotogramme von 
Kartoffelstarke, worauf diese Verhaltnisse deutlich sichtbar sind (siehe 
Abb. 1 bis 3). sei beiden Typen der Verkleisterung stellt der 
Endpunkt der unter WarmeeinfluB erfolgenden Vergr6éBerung des ein- 
zelnen Starkekorns auch den Endpunkt der Verkleisterung dieses 
Korns dar. 

Je nach Art der Starke iiberwiegt nun der eine oder andere Typus. 
Im allgemeinen haben wir den Eindruck, da®B bei den Stirkearten 
von Pflanzen mit kleineren und kleinsten Starkek6rnern der zuerst 
geschilderte Typus der Verkleisterung vorherrscht und daf man sich 
hierbei fiir die Beurteilung der Beendigung der Verkleisterung mehr nach 
dem Grade der Aufhellung richten muB, den das Innere des Starkekorns 
erfahrt. Auch hierfiir sei ein mikrophotographisches Beispiel an Reis- 
stirke gegeben (siehe Abb. 4, 5), das die Starkekérner vor und 
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ach der Verkleisterung zur Anschauung bringt. Nebenbei sei bemerkt, 
af man bei der Absicht méglichst einzelne Starkekérner wabhrend 
des ganzen Zeitraums der Verkleisterung genau zu beobachten 

on recht verdiinnten Aufschwemmungen ausgehen mu, da sonst der 
Vorgang der Verkleisterung wegen der GréBenzunahme der einzelnen 
Korner, zu Verschiebungen der Kérner im Gesichtsfeld fithren kann. 

Kine weitere allgemeine Beobachtung, die fiir alle von uns unter- 
suchten Starkearten gilt, ist die, daB die Verkleisterung der einzeinen 
Stirkearten einen bestimmten Temperaturbereich dieses Vorgangs zeigt, 
innerhalb dessen die einzelInen Kérner diese Veranderungen durchlaufen. 
Diese Temperaturskala ist, wie aus den unten mitgeteilten Tabellen 
hervorgeht, verschieden und je nach Starkeart charakteristisch. Diese 
Tatsache ist ja auch schon aus friiheren Untersuchungen bekannt ge- 
worden, doch glauben wir den Temperaturbereich, in dem der Ver- 
kleisterungsvorgang der einzelnen Starkeart erjolgt, genauer mit unserer 
Methode erfassen zu kénnen. Der Vorgang selbst setzt stets nur an 
ganz vereinzelten Ko6rnern ein, um bei Steigerung der Temperatur 
mehrere zu erfassen, dann bei einer relativ recht eng begrenzten Warme- 
zone weitaus die Mehrzahl der Kérner zur Verkleisterung zu bringen, 
wahrend wieder ganz wenige noch héherer Warmezufuhr bediirfen. 
um ebenfalls in Kleister umgewandelt zu werden. Kurvenmabig !abt 
sich dieses Verhalten in einem langsamen Anstieg, in einer  steilen 
Mittelzone mit ebensolehem Abfall mit leicht geneigtem Endabstieg 
ausdriicken. 

Weiterhin ist hauptsachlich fiir die Kartoffelstarke zu bemerken, 
daB meist groBe Kérner zuerst verkleistern und am SchluB fast nur noch 
kleinere tibrig sind. Hierin kénnen wir eine Beobachtung, die schon 
Neumann' gemacht hat, die aber nicht allseitig anerkannt ist, durchaus 
hestatigen. Weiter kann gesagt werden, da} beschadigte Koérner nicht 
aus dem Rahmen der Temperaturskala ihrer Verkleisterung heraus- 
fallen. Endlich scheinen Korner mit auffallend ausgepragter Schichtung 
ebenfalls erst im abfallenden Schenkel der Verkleisterungskurve um- 
gewandelt zu werden. 

Zu diesem Abschnitt ist noch zu erwahnen. dab unsere Angaben 
itber den Verkleisterungsvorgang nur fiir eine sehr gering konzentrierte 
Starkeaufschwemmung in destilliertem Wasser und auch nur fiir handels- 
mabige Formen der Starkearten Geltung haben. 

Die Belege fiir diese allgemeinen Vorbemerkungen lassen sich 
am kirzesten in Tabellenform bringen, wobei den angegebenen Zahlen 


stets eine gréBere Untersuchungsreihe zugrunde liegt. 


' aM. P. Neumann, |. e. 
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Tabelle lL. Verkleisterungsversuche mit reiner Kartoffelstark 


bei wechselnder Erwarmungsgeschwindigkeit. 





Beginn der me 500, ~ 80%) ~ 100 
Erwirmungsgeschwindigkeit Verkleisterung verkleistert, verkleistert verkleiste 
0C 0C 0C oC 
a Von 20 aut 58°C in 14 Min. 61,0 65 67 68 
2. a. bec , 30. 61,5 65 67 68 
Fie 20. Ges... 30: .. 61,5 65 67 68 
4.7 2% , 68°C ,128 , 61,5 64,5 66,5 68 
5. 2 « GOrU «ae ~ 62,5 66 67.5 68,5 
* Probe vor Versuchsbeginn 20 Std. in Wasser von 20° C gestanden. ** Probe wahrer 
des Versuchs 30 Min. bei 58° C gehalten. *** Probe wihrend des Versuchs 180 Min. by 


579 gehalten; bei dieser Temperatur wurden etwa 1° 9 der Korner (urspriinglich verindert 

verkleistert. 

Verkleisterungstemperatur und Erwarmungsgeschwindigkeit. 
Tabelle | enthalt eine Zusammenstellung der wesentlichen kr 

gebnisse von Versuchen an reiner Kartoffelstarke, die sich vor allem 

mit dem EinfluB der Erwarmungsgeschwindigkeit auf die Verkleisterungs- 


temperatur befassen. Es ist daraus ersichtlich, das bedeutende Ver- 


schiedenheiten der Erwarmungsgeschwindigkeit Erwarmungszeiten 
von 20 bis 200 Min. ohne merklichen EinfluB auf die Verkleisterungs 


temperatur sind. Diese Tatsache wird besonders durch den Versuch 5 
erkenntlich, bei dem die Temperatursteigerung bei 58° unterbrochen 
und die Starkeprobe 3 Stunden lang dieser Temperatur ausgesetzt 
wurde. Auch diese Einwirkung hat keine Senkung der Verkleisterungs 
temperatur herbeigefiihrt und die scheinbare Erhéhung derselben ist 
so gering, dal} sie als innerhalb der Beobachtungsfehlergrenze liegend 
angesehen werden kann. Das Temperaturgebiet, in dem die Ver 
kleisterung dieser Starkeart vor sich geht, ist bei allen Versuchen das 
selbe: es ist also fiir diese Art charakteristisch. Ks wurde die 'Tem- 
peratur des Verkleisterungsbeginns angefiihrt, womit die Temperatui 
gekennzeichnet ist, bei der sich die Verkleisterung der ersten Starke 





kérner vollzieht. Von entsprechender Bedeutung sind die tbrigen 
Temperaturpunkte, die in der Tabelle 1 angefiihrt sind. Diese Tem 
peraturpunkte sind gleichfalls charakteristisch; zahlreiche Versuche 
haben namlich gezeigt, dab, wenn ein Teil der Probe verkleistert. ist. 
die Verkleisterung bei Unterbrechung der Temperatursteigerung nicht 
mehr weiterschreitet. Die Anzahl der verkleisterten Starkekérnet 
wurde geschatzt bei einer Gesamtzahl von etwa 40 bis LOO Koérnern 
im Gesichtsfeld. Die Schatzung kénnte durch Verwendung einer Zab! 
kammer genauer gestaltet werden, worauf wir zurickkommen werden 
Hiervon haben wir in diesem Falle Abstand genommen, da zu de 
beabsichtigten Bestimmung der Verkleisterungstemperatur nur cic 
Feststellung der Temperatur des Beginns und der Beendigung der Ver- 


kleisterung erforderlich ist. 
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irk Wir schlagen auf Grund der angefiihrten Ergebnisse vor, als Ver- 


Lleisterungstemperatur einer Stdrkeart denjenigen Temperaturgrad an- 








oy inehmen, bei dem nach der neuen Methode praktisch alle Korner der 
iste vorgelegten Probe in den verkleisterten Zustand iibergegangen sind. Als 
> i ry or ‘ > — ‘ 3 
weiteres charakteristisches Kennzeichen soll das Tempe raturge biet, in dem 
! der Verkleisterungsvorgang vor sich geht, stets mit angefiihrt werden; fiir 
die in Tabelle 1 benutzte Starkeart ist demnach die Verkleisterungs- 
) . > ~ . > 
. temperatur 68°, das 'Temperaturgebiet 61,5 bis 68°, 
9) 
hret Tabelle Il. Verkleisterungsversuche mit verschiedenen 
1, | Starkearten. 
dert 
Beginn der os ; Verkleisterungs- 
‘ Ver- rw 508g | ~~ 80%lo | ~~ 100° temperatur 
eit. Stirkeart kleisterung verkleistert verkleistert verkleistert (und Bereich) 
oC 09C Cc 0C 0( 
Kr 
llem Kartoffel, rein . . 2 65 67 68 68 (62—68) 
ngs Re Binz s 58 62 63 64 64 (58—64) 
i - Boe. 4 57 61 63 64 64 (57—64) 
Ver- a | ee 60 63 64 65 65 (60—65) 
‘iten a entfettet 57 60.5 62 63 63 (57—63) 
in loslich . ) — _* 
, Roggen oe 50 52 54 55 55 (50—55) 
ch5 Weizen I... . 53 55 56 57 57 (53—57) 
chen . | eee 52 54 55 56 56 (52—56) 
Buchweizen .. . 60 65 68 69 69 (60—69) 
—_ NE Sn -9 ce % (4 68 69 70 70 (64—70) 
ngs Ta eae te 65 70 72 73 73 (65—73) 
1 ist * Einzelne kleine Kiérner verkleistert, im tibrigen erst bei 78°C alles gelést (kolloidal). 
rend ; 
ie Verkleisterungstemperaturen verschiedener Starkearten. 
e 
das In der angegebenen Weise wurde die Verkleisterungstemperatut 
‘em- anderer Starkearten bestimmt, wobei in allen Fallen destilliertes Wasser 
atu das Suspendierungsmittel war. Es wurde mit der neuen Methode fiu 
rke jede Starkeart eine charakteristische Verkleisterungstemperatur  er- 
igen halten, auch fiir verschiedene Sorten der gleichen Starkeart. Wahrend 
‘em drei Muster technischer Kartoffelstarke nahezu tbereinstimmende Ver- 
ache kleisterungstemperaturen und Temperaturbereiche (bei einem Muster 
‘st etwas héher) zeigen, liegen die Werte fiir reine Starke betrachtlich 
icht héher, dagegen fiir entfettete Starke etwas niedriger. Es unter- 
rnet scheiden sich demnach  verschiedene Muster ein und derselben 
nern Stiarkeart durch ihre Verkleisterungstemperatur voneinander: wenn 
ih! dieser Unterschied im Verhalten, wie wir vermuten, auf Verschieden- 
den heiten der Vorgeschichte (Standort der Kartoffel und Art der Starke- 
der —E gewinnung) zuriickzufiihren ist, so kann erwartet werden, dai nach 
die systematischer Bearbeitung des Problems die genaue Bestimmung 
Ver- der Verkleisterungstemperatur Riickschliisse auf diese Vorgeschichte 


ermoéglicht und die Beurteilung einer Starke erganzt. 
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Die angeftihrten Verkleisterungstemperaturen weichen vielfach vo 
den friheren Angaben! betrachtlich ab. Dies ist sicherlich teilweis 
auf die verschiedene Herkunft der benutzten Starkeproben zuriick 
zufiihren?; bei einem anderen Teil sind die Unterschiede jedoch offenba: 
durch die Unterschiede der Untersuchungsmethodik bedingt, worau! 
wir unten noch zurickkommen. 

Da die von uns angegebene Methode eine sichere und objektive 
Feststellung des Verlaufs der Verkleisterung gestattet, so sind die oben 
angegebenen Temperaturen als die reellen Verkleisterungstemperaturen 
der betreffenden Starkeproben in destilliertem Wasser bei groBer Ver- 
dinmnung anzusehen. 


Die Anderung der Verkleisterungstemperatur durch 
EKlektrolyte. 

Kine Reihe von Autoren, die teilweise schon erwahnt wurden, 
hat Untersuchungen iiber diese Vorgange angestellt. Wir haben mit 
der neuen Methode die Wirkung einiger Elektrolyte untersucht unter 
Beschrankung auf eine Anzahl solcher, von denen eine mehr oder minder 
charakteristische Wirkung auf die Verkleisterung schon bekannt war. 
Kine Zusammenstellung der Ergebnisse findet sich in Tabelle III. 

Der teilweise tief- 
Tabelle III. Der Einflu8 verschiedener gehende EinfluB der 
Stoffe auf die Verkleisterungstempe- Elektrolyte auf die Ver- 





ratur. fi 
kleisterungstemperatur 
Verkleisterungstemperatur bei den angegebenen 
Art und Konzentration — : : ; ; ‘ 
des Stotfes Kartoftfelstirke Reisstirke Konzentrationen ist mit 
oC oc ° 
: der vorliegenden Me- 
n10 NaOH... 42 (25—42) 61 (42—61) _ thode ebenfalls sehr gut 
nflO HCL... . 72 (62—72) 74 (62—74) zu beobachten. 
3 n KyCOg,. . . bis 100°C nicht verkleistert 
15n kK,CO3;. . . | 78 (67—78) Beginn 95 Besonders sei er- 
5n KS 72 (63—72) 1 (77__ 9) " 
O.5n KySOq. . . 72 (63 (2) 89 (¢/—89) wahnt, daB hochkonzen- 
2 n (NH,4))SO,. 93 (86—93) vo : riprygongs 
1 nKJ .... | 54 (46—54) | 61 (51—61) trierte KJ - Lésungen 
6 nKJ ... .~ alle Korner bei 18°C sofort schon bei Zimmertem- 
verkleistert . 
ane Pees ae PS es veratur zu einer augen- 
1 n KCNS... | 47 (88—47) | 57 (44—57) ~—-dPEratu oe 
H,O (z. Vergleich) 68 (62—68) 73 (65—73) — blicklichen — Verkleiste- 


rung aller Starkekérner 
fuhrten, wobei bei Kartoffelstarke auffallt, daB die einzelnen Kérne: 
nun entgegen dem sonst gewohnten Verkleisterungsvorgang mehr 
nach dem Typus des Homogenwerdens in Blasenform aufquellen. 
NaOH zeigt ebenfalls eine Senkung der Verkleisterungstemperatur 
Im Gegensatz dazu wirken K,CO,, K,SO,, (NH,).SO, und HCl er 
h6hend auf die Verkleisterungstemperatur. 
' Siehe oben: vgl. auch F. Wiegel, |. e. 2 Vel. EB. Wiegel, WKolloid 


zeitschr. 67, 47, 1934. 
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Ohne weiter auf Deutungsversuche dieser schon mehrfach beob- 
ichteten Einwirkungen einzugehen, darf daraus doch allgemeiner auf 
lie Umwandlung der Polysaccharide nur durch chemische Einwirkung 
veschlossen werden, wobei spatere Untersuchungen hieriiber mit der 
Fragestellung genauerer Aufklarung der dabei ablaufenden Vorgange 
von uns in Aussicht genommen sind. 


Besondere Beobachtungen bei der Verkleisterung. 

Nun sollen noch einige Beobachtungen bei der Verkleisterung be- 
sprochen werden, die geeignet erscheinen, iiber das Wesen dieses Vorgangs 
einige Aufklarung zu geben. Dab die Verkleisterung keine geringgradige 
Hydrolyse ist, woran man im Hinblick auf die Umwandlung der mit 
Wasser unter Druck erhitzten Starke in Dextrin und Glykose denken 
kann, geht daraus hervor, daB dieser Vorgang durch die Konzentration 
der Wasserstoffionen nicht gleichmaBig beschleunigt wird. Die Ver- 
kleisterung ist ein zweifacher Vorgang, namlich eine Hydratbildung 
der Polysaccharide und eine Quellung der dabei gebildeten Produkte. 
Lepeschkin', der sich dazu jiingst in einer Arbeit geauBert hat, worauf 
wir zuriickkommen wollten, meint, da es keine bestimmte Ver- 
kleisterungstemperatur gabe, sondern daB nur ein ZeiteinfluB der Hydrat- 
bildung bestiinde, der allerdings einen sehr hohen Temperaturkoeffi- 
zienten habe. Selbst bei beginnender Verkleisterung verlaufe der 
Vorgang ,,zu langsam‘*, ,,um wahrgenommen zu werden‘, d. h. man 
erlebt diesen Vorgang nicht. Ahnliche Beobachtungen gelten ja auch 
fir die Entziindungstemperatur des Knallgases. 


Praktisch fiihren die Voraussetzungen Lepeschkins, auch wenn 
sie zutreffen sollten, dazu, daB man bei der spater ungeheuer rasch 
erfolgenden Abnahme des Temperaturkoeffizienten zu Beobachtungen 
gelangt, die mit der Vorstellung einer an eine bestimmte Temperatur 
gekniipften chemischen Reaktion zusammenfallen. Lepeschkin stiitzt 
seine Ansicht auf die schon lange bekannte Tatsache, daB Starkekérner, 
die trocken in einem Mérser mit dem Pistill stark verrieben werden, 
zu einem gr6Beren oder geringeren Teil beim Zusammenbringen mit 
kaltem Wasser nun sofort verkleistern. Er erklart diese Beobachtung 
damit, da das Imbibitionswasser der Starkekérner wahrend der Zer- 
reibung im Mérser, wobei an einigen Stellen kurze Zeit hohe Tem- 
peraturen erreicht werden, mit den Polvsacchariden der Starke unter 
Hydratbildung reagiere, worauf dann auch eine Quellung in kaltem 
Wasser erfolgen kénne. Langere Zeit auf 150 bis 160° erhitzte Korner 
sollen aber nicht mehr verquellen, weil sie ihr Imbibitionswasser rasch 
verlieren. Er weist ferner darauf hin, daB Starkekérner, die auf Deck- 
glaschen in diinner Schicht ausgebreitet sind, beim Durchziehen der 


1 W. Lepeschkin, |. c. 
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Deckglaschen durch die Flamme eines Bunsenbrenners zum Teil « 


Kigenschaft annehmen, in kaltem Wasser zu verkleistern. Auch hiv 


spiele das Imbibitionswasser fiir die rasche Hydratbildung die au 

schlaggebende Rolle, denn wenn die Deckglaschen mit der Stark 

vorher '/, Stunde lang bei 150° getrocknet wurden, so fiihre auch da 
Erhitzen im Bunsenbrenner wahrend 1 Sekunde nicht mehr = zu 
Quellung. Die Notwendigkeit des Vorhandenseins des Imbibitions 
wassers fiir die Quellungsméglichkeit der Starke ginge daraus hervor 
Nun sind Hitzegrade von 150 bis 160° aber so bedeutend, daB dabei 
auch tiefere chemische Veranderungen stattfinden kénnen, als die alleinigt 
Wasserentziehung. Die iibliche Wasserbestimmung bei Starke wird 
jedenfalls bei weit geringeren Temperaturen durchgefiihrt und es diirften 
dafiir 105 bis 110° voéllig geniigen. Wir haben die Temperatur von 120 
bis 125° gewahlt und dabei Starke in diinner Schicht 3 Stunden lang 
in einer Reibschale im Trockenschrank erwarmt, eine Zeit, die die Ge 
wichtskonstanz langst erreichen JaBt, wie getrennte Bestimmungen 
im Wiegeglas zeigten. Nach dieser Zeit wurden die Starkeproben aus 
dem ‘Trockenschrank herausgenommen und unmittelbar in der noch 
heiBen Reibschale verrieben. Eine kurze Verreibungszeit zeigte, dats 
nur wenige Starkekérner mit kaltem Wasser verquellen, eine langere 
dagegen steigerte bei gleicher Versuchsanordnung die Zahl der ver 
kleisternden Starkekérner auf etwa 50°,. Es kommt also hierbei 
nicht auf den Wassergehalt der Starkekérner an, sondern es scheint 
uns das mechanische Moment der Verreibung im Moérser hauptsachlich 
ausschlaggebend fiir die erreichte Verquellungsméglichkeit der Starke 
kérner im kalten Wasser zu sein. 

Verreibt man Kartoffelstarke kraftig im Mérser und beobachtet 
man die weitere Verkleisterung der nicht schon bei Zimmertemperatu! 
verkleisterten Korner im Mikroschmelzpunktapparat, so ergibt sich, dab 
ihre Verkleisterung im gleichen 'Temperaturbereich erfolgt, wie die 
unbehandelter Kérner. Es mu sich also bei den anderen um eine 
isolierte Veranderung im einzelnen Korn handeln. Bei zweimaligem 
raschen Durchziehen einer diinnen auf dem Deckglas ausgebreiteten 
Starkeschicht durch die Flamme, ist nur eine Erniedrigung des Beginns 
der Verkleisterungstemperatur zu beobachten. Dagegen zeigte eine 
dreimal langsam durch die Flamme gezogene Starkekérnerschicht eine 
sehr deutliche Erniedrigung des gesamten 'Temperaturbereichs der 
Verkleisterung. Das gleiche ist der Fall, wenn man eine diinne auf dem 
Deckglas ausgebreitete Starkek6rnerschicht wahrend 40 Minuten im 
rrockenschrank bei 140° halt. Nun kénnte es ja noch der Fall sein, dat 
bei 150 bis 160° der den Kleister bildende Stoff zerstért wird. Wir haben 
daher eine in diinner Schicht in einer Reibschale ausgebreitete Starke mit 
der Schale 2 Stunden lang bei 160° im Trockenschrank gehalten. Un 


mittelbar nach der Herausnahme der Reibschale wurde etwas Starke im 
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Hohlobjekttrager in Wasser aufgeschwemmt, sowie dann die tbrige 
Starke in der Reibschale kraftig zerrieben, sowie auch davon sofort ein 
zweites Praparat in Wasser in einem Hohlobjekttrager aufgeschwemmt. 
Wahrend das erste Praparat auBer einem geringen Eckigwerden der 
Starkekorner keine auffallenden Veranderungen aufwies, waren nach dem 
Verreiben von der gleichen Starkeprobe etwa 30°), sofort verkleistert. 
Die weitere Erwarmung der Praparate im Mikroschmelzpunktapparat 
ergab beim ersten einen Beginn der Verkleisterung bei 50° und eine 
Beendigung bei 55°. Ganz das gleiche war bei den noch unverkleisterten 
Starkek6rnern der im heiBen Mérser verriebenen Starkekérner fest- 
zustellen. Es erscheint aber nahezu ausgeschlossen zu sein, da} in der 
kurzen Zeit der Verreibung im sehr heiBen Mérser die Starkekérner aus 
der Luft wieder Wasser angezogen hatten. Man miiBte — wenn dies der 
Fall gewesen sein sollte — auch fordern, da weitaus die Mehrzahl der 
Kérner dann verkleistert waren, weil ja die nétige Temperatur dazu 
vorhanden war bzw. bei der Verreibung im heiBen Mérser noch leichter 
zu erreichen gewesen ware, wie bei Kaltverreibung. 

Wir haben ferner noch eine auf einem Deckglaschen diinn aus- 
vebreitete Starkeschicht fiir 2 Stunden in den 160° heiBen Trocken- 
schrank gebracht. Dann wurde sofort ein Teil der Starke dieses Deck- 
ylischens in den mit Wasser gefiillten Hohlobjekttrager gebracht, und der 
Rest der Starke auf dem Deckglaschen dreimal langsam durch die 
Flamme gezogen. Wahrend beim ersten Praparat kaum eine Ver- 
anderung der Starkek6rner zu bemerken war, zeigte es sich bei ihrer 
weiteren Erwarmung, dab doch deutliche Kinwirkungen stattgefunden 
haben muBten, da im Mikroschmelzpunktapparat eine starke Herab 
setzung des Verkleisterungsbereichs festgestellt werden konnte, namlich 
von 49 bis 55°. Das dreimal durch die Flamme gezogene Praparat wurde 
nun ebenfalls in Wasser gebracht. wobei anfanglich auBer geringen 
Deformierungen einzelner Starkekérner nichts weiter auffiel. Nach 
einigen Minuten schwollen aber namentlich die gr6Beren Korner etwa 
auf das Doppelte ihres Volumens an, um auf diesem Zustand weiterhin 
zu verharren. Danach wirkt die starke Flammenerhitzung auf das vollig 
ausgetrocknete Starkekorn so ein, dali keine typische Verkleisterung 
mehr eintritt, sondern da} offenbar der dabei weitergehende chemische 
\bbau zu einer Art Sinterung fiihrt, die die Gestalt des Starkekorns be- 
stimmt. Dies laBt sich weiter noch dadurch beweisen, dai Starke 


korner ob vorher getrocknet oder nicht bei einer Erhitzung auf 


Temperaturen, die einen Teil der Korner deutlich anbraunen, einen 


anderen Teil noch wei lassen, bei ihrem nachfolgenden Verbringen in 
Wasser folgende Veranderungen erfahren. Die weiben Teile zeigen meist 
tvpische Verkleisterungsformen, die gebraunten, also dextrinisierten, 
lisen sich mehr oder weniger voéllig im Wasser auf, einige Zwischen- 
formen nehmen aber die halbgequollene eben beschriebene Sinterungs- 


29 
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form an, worin sie verharren. Der unter starkerer Hitzewirkung 
erfolgende chemische Abbau der Starke muB also fiir diese Vorgang: 
maBgebender sein, als der Mangel der Starkekérner an Imbibitions 
wasser, denn die mit dem EinfluB steigender Temperaturen imme: 
starker werdenden Veranderungen des Temperaturbereichs der Ver 
kleisterung bei Mangel an Imbibitionswasser, sind mit Bestimmtheit als 
Zeichen tieferer chemischer Umwandlungen der Starke anzusehen und 
nicht mit einem einfachen Entzug dieses Wassers erklarbar. DaB dahe 
die Verkleisterung durch mechanische Momente hervorgebracht werden 
kann, namlich durch Zerreiben der Starkekérner im Moérser, scheint 
danach nicht mehr zweifelhaft. Dem widerspricht auch nicht die Tat 
sache, da} eine rasche starke Erhitzung der Korner zum gleichen Resultat 
fiihrt, da hierbei Hitzesprengwirkungen auf die feinste Struktur durch 
aus verstandlich erscheinen (denn langsame starkere Erwarmung fihrt 
ja nicht dazu), was eine Parallele zu der Einwirkung des Pistills auf die 
Kornerstruktur darstellt. Temperaturen von iiber 150 bis 160° greifen 
aber direkt in das chemische Gefiige der Polysaccharide ein. Dagegen ist 
eine Abkiihlung der Starkekérner fiir etwa '/, Stunde auf — 80° ohne 
sichere Einwirkung auf die Verkleisterungstemperatur. 

Hervorhebenswert erscheint nach diesen Ergebnissen, da abnorme 
Kinwirkungen auf die Starkekérner sich an einer Veranderung des 
Temperaturbereichs ihrer Verkleisterung offenbaren. Die folgende 
Tabelle zeigt in Kiirze die Zusammenstellung der Resultate. 


Tabelle IV. Der Einflu8 verschiedenartiger Behandlung auf die 
Verkleisterung von Kartoffelstarke. 





~~? 7 Unmittelbare | Verkleisterungs- 
Art der Behandlung Folgen temperatur °C 
Stirkere Verreibung der Kirner in der Ktwa 20% ver- 69 (60—69) 
Reibschale kleistert 
Zweimal rasch durch die Flamme ge-  Vereinzelte Korner 69 (57—69) 
zogen verkleistert 
Dreimal Jangsam durch die Flamme ge- Etwa 20% ver- 54 (49—54) 
zogen kleistert 
Auf Deckglas 40 Min. bei 140°C Keine 60 (53—60) 
In der Reibschale 2 Std. bei 160°C Keine 55 (50—55) 
Nach dem Verreiben twa 30%verkleistert 55 (50—55) 
Auf Deckglas 2 Std. bei 160°C Geringe Deformation 55 (49—55) 
Dreimal langsam durch die Flamme ge- Untypische Ver- _ _ 
zogen kleisterung 
1/, Std. auf etwa — 80° ( Keine 68 (61—68) 


Fiir eine genauere Verfolgung des oder der die Verkleisterung be 
dingenden Stoffe schien es uns aber nétig, ein spezielleres Reagens zu 
suchen. Aus mancherlei Erwaigungen glaubten wir, das Ferment 
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praparat Luizym! hierfur heranziehen zu sollen. nachdem wir fest- 
restellt hatten, daB ein wasseriger filtrierter Auszug dieses Praparats 
uch bei tagelanger Einwirkung unveranderte Starkek6rner nicht an- 
sreift, das er aber auf verkleisterte Kartoffelstarkek6rner in einer 
Schnelligkeit der Aufl6sung dieser Korner wirkt, die eine mit dem Auge 
verfolgbare Geschwindigkeit erreicht. Es werden zwei Tabletten des 
Praparats trocken in einer Reibschale zu einem femen Pulver zerrieben 
and davon mit 25cem Wasser bei gewéhnlicher Temperatur bei etwa 
',stiindigem Stehenlassen, wobei noch einigemale durchgemischt 
wird, ein klarfiltrierter Auszug hergestellt. Tabelle V gibt in Kiirze 


eine Ubersicht der angestellten Versuche. ; 


Tabelle V. Der Einflu8 von wasseriger Luizymlésung aui die 
Verkleisterung von Kartoffelstarke. 





Verkleisterungstemperatur 
Art der Behandlung - I 


et 
\ufschwemmung in Luizymextrakt 68—69 (61,5—69) 
Starke 16 Std. bei 37°C in Luizym 69 (61 —69) 
Starke 36 Std. bei 37°C in Luizym 69 (61,5—69) 
Mit starker KJ-Losung total verkleisterte Starke Sofortige Auflosung bei 
mit Luizymlosung tibergossen Zimmertem peratur 
Zu der in Luizymlésung aufgeschwemmten Der sich bildende Kleister bei 
Starke einige Kristalle KJ zugefiigt Zimmertemperatur  geldst 
Starke in der Reibschale kraftig zerrieben, dann Die verkleisterten Starke- 
in Luizymlésung gebracht kérner werden bei Zimmer- 
temperatur gelést, die 
iibrigen nicht 
Starke in dinner Schicht auf Deckglas ge- Die verkleisterten Starke- 
bracht und langsam durch die Flamme korner werden bei Zimmer- 
gezogen, dann in Luizymlésung gebracht temperatur geldst, die 


ibrigen nicht 


Aus der Tabelle geht hervor, dab unveranderte Starkekérner von 
einem wasserigen Filtrat des Fermentpraparats Luizym weder bei 
Zimmertemperatur noch héheren langer einwirkenden Temperaturen 
aufgelést wird, sofern diese Temperaturen unterhalb der Verkleisterungs- 
zone liegen. Verkleisterte Starke wird aber, auf welche Art und Weise 
die Verkleisterung auch bewirkt wird (chemisch, mechanisch, thermisch), 
in fiir das Auge verfolgbarer Zeit aufgelést. Dabei erfahren die nicht ver- 
kleisterten Starkekérner weder eine Veranderung ihrer Verkleisterungs- 
temperatur noch des dazugehérigen Temperaturbereichs. Die Ein- 
wirkung des wasserigen Luizymextrakts ist daher ein brauchbares und 
feines Reagens zum Nachweis des Starkekleisters. Nach der Nicht- 
einwirkung des Luizymextrakts auf unveranderte Starkekérner, kann 
man daher sagen. da®B der oder die Verkleisterungsstoffe erst durch die 


1 W. Grassmann u. H. Rubenbauer, Miinch. med. Wochenschr. 78, 1817, 
1931: K. Silberschmidt, ehbenda S. 1819. 
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verschiedenartige Behandlung der Starkekérner gebildet werden, als: 
nicht dort vorgebildet sind. 


Nach diesen mehr orientierenden Versuchen erscheint es uns abe 
sehr wohl méglich, daB eine mit Hilfe des Mikroschmelzpunktapparat: 


durchgefiihrte systematische Bearbeitung des Verkleisterungsvorgange- 
unter Anwendung weiterer genau definierter Fermentpraparate und 
einer groben Zahl von Starkearten einen weiteren Einblick in dieses 
Problem gestatten wird, was von uns schon in Angriff genommen ist 

Diese Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutschen For 
schungsgemeinschaft (Notgemeinschaft der Wissenschaft) im Rahme 
einer gréBeren Gemeinschaftsarbeit tiber Ernahrungsforschung durch 
gefiihrt, woftir wir auch hier unseren Dank aussprechen. 


SchluBsiitze. 

Die Verkleisterungsvorgange an Stairkearten miissen, um den 
TemperatureinfluB darauf feststellen zu kénnen, an ein und denselben 
Starkekérnern fiir den Gesamtbereich der Verkleisterungstemperaturen 
durchgefiihrt werden. 

Kin fiir praktische Zwecke sehr genauer, billiger und handlicher 
Apparat hierfiir ist der Mikroschmelzpunktapparat nach Deininge 

Wir schlagen vor, als Verkleisterungstemperatur einer Starkeart 
die Temperatur zu bezeichnen, bei der praktisch 100°, der Kérne: 
verkleistert sind. Jede Starkeart hat iiberdies einen Temperaturbereich, 
der fiir sie charakteristisch ist und der bei der Verkleisterungstemperat tt 
noch mit angefiihrt werden soll. 

Deutliche Abweichungen von diesen fiir die einzelnen Starkearten 
charakteristischen Werten weisen ohne weiteres darauf hin, dab ab 
norme Einfliisse auf die Starke stattgefunden haben. 

Die Bildung des oder der fiir die Verkleisterung verantwortlichen 
Stoffe kann auf chemischem, thermischem und mechanischem Wege 
erfolgen. 

Wiasserige Ausziige aus dem Fermentpraparat Luizym_ greifen 
Kleister von Kartoffelstarke, auf welchem Wege er auch entstanden 
ist, so rasch an, daB seine Auflésung mit dem Auge verfolgbar wird 
Unvorbehandelte Starkekérner werden davon aber selbst bei tagelanget 
Kinwirkung nicht angegriffen. Es eréffnet sich hiermit ein Weg, de 
bei systematischer Anwendung von genau definierten Fermentpraparaten 
die Kleisterbildung bei den einzelnen Starkearten in genauer definierte! 
Weise aufzuklaren imstande ist. Diese Arbeiten werden von uns weite! 
verfolgt werden, wobei die Zuhilfenahme des Polarisationsmikroskop= 
nach dem Vorschlag von Nyman, sowie von Zaihlkammern, die fiir die 
quantitative Zahlung der Starkekérner noch entsprechend angepalst 
werden miissen, weitere erfolgversprechende Hilfsmittel darstellen 
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ber die umgekehrte Pasteursche Reaktion. 


Von 
W. A. Belitzer. 


{us der Abteilung fiir allgemeine Physiologie des Staatlichen Instituts fiir 


experimentelle Medizin, Moskau.) 


(Hingegangen am 16. November 1955.) 


Die Wechselbeziehungen zwischen den beiden wichtigsten eneigie- 
liefernden Stoffwechs4lreaktionen, der Atmung und der Garung, sind 
in Form der sogenannten Pasteurschen Reaktion seit langem bekannt 
und sind 6fters studiert worden. Auber diesen scheinen aber noch andere 
Beziehungsformen zwischen Atmung und Garung zu existieren. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Frage nach der Existenz einer 
umgekehrten Pasteurschen Reaktion behandelt. 

Nach den Angaben von Crabtree (1) soll die aerobe Glykolyse der 
Tumorgewebe auf die gleichzeitig vor sich gehende Gewebsatmung hemmend 
einwirken, und zwar ware die Atmung in glucosehaltiger Ringerlésung 
durehsehnittlich um 10°,, erniedrigt im Vergleich mit der Atmung in Gegen- 
wart von (unvergarbarer) Nylose oder in zuckerfreier Ringerlésung. Dieser 
interessante Befund konnte aber von Dickens und Greville (2) nicht be 
statigt werden. Die Veranderungen der Atmung der Tumorschnitte in 
Gegenwart von Zucker erwiesen sich als auBerst schwankend: die Beob 
achtung von Crabtree scheint also schlecht reproduzierbar zu sein. 

Nun liegt die Méglichkeit nahe, dab diese Schwankungen des 
Glucoseeffekts davon herriihren, da die Glucose (Garungssubstrat) 
gleichzeitig auch als ein Atmungssubstrat in Betracht kommt. Ist das 
Atmungssystem mit zelleigenen Wasserstoffdonatoren nicht gesattigt, 
so muB anstatt der ,,umgekehrten Pasteurschen Reaktion’* eine Atmungs- 
steigerung auftreten. 

Unsere ersten Versuche! wurden mit Backerhefe durchgefiihrt, 
deren Atmung durch Schiitteln mit Athylalkohol etwa zum Maximum 
gebracht wurde. Setzen wir jetzt Glucose in einer Konzentration 
von 4%, zu, so sinkt die Atmung in den ersten 15 bis 25 Minuten, um 
dann wieder zu steigen. Enthalt das Medium zum Anfang des Versuchs 
kein Atmungssubstrat, so bewirkt dieselbe Zuckermenge (4°) sogleich 
eine Atmungssteigerung, die schon nach 5 Minuten 50 bis 100°, betragt. 
Die einer 4° igen Zuckerlésung etwa_ isotonischen Lésungen von 
Phosphat, Arabinose und Xylose bewirken keine Atmungshemmung 


' Wir benutzten stets die manometrische Warburg-Methode. Als 
Grundmedium diente 0,04 mol. Phosphatpufferlésung von py 6,4. 
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in Alkoholgegenwart. Bei Natriumacetat als Atmungssubstrat wa 
die umgekehrte Pasteursche Reaktion nicht deutlich zu beobachten 
die Atmungshemmung kam nicht immer zum Vorschein: kurz nach dem 
Zuckerzusatz begann eine Atmungssteigerung. Unter Beriicksichtiguny 
der Tatsache, da in Bezug auf ihr Atmungssteigerungsvermége) 
(nach langerer Einwirkungszeit) die drei benutzten Stoffe sich in fol 


gende Reihe ordnen: Glucose > Athylalkohol ~~ Acetat, erscheiner 


wohl die beschriebenen Verhaltnisse selbstverstandlich. 

Da die Affinitat des ,.Atmungsferments zur Glucose dieselbe des 
,,Gérungsferments’’ weit zu iibertreffen scheint, versuchten wir da 
Atmungssystem mit einer solchen Glucosekonzentration zu sattigen 
die gering genug war, um nur eine ganz schwache Garung zu ermég 
lichen. Setzen wir nun Glucose hinzu, so wachst die Garwirkung. Es 
gelang uns tatsachlich, mit 0,2 bis 0,1°, Glucose als Atmungssubstrat 
zur Vorbehandlung, und 4° Glucose als Garungssubstrat, die um 
gekehrte Pasteursche Reaktion zu beobachten. Es sei aber bemerkt 
daB in unseren Versuchen mit Backerhefe die Atmungshemmung meist 
unter 10°, lag und in einzelnen Versuchen ganz ausblieb. 

Erwartungsgema}3 fanden wir in der untergiérigen Bierhefe, die. 
wie bekannt, die gréBte aerobe Garung aufweist, ein giinstigeres Ver 
suchsobjekt. Wir verfuhren, wie bereits beschrieben, mit 0,1 bis 0,2 °,, 


bzw. 4% Glucoselésungen. 


Hier stieBen wir aber auf eine Schwierigkeit: wegen der stiirmischen 
CO,-Entwicklung in 4° ,iger Glucosel6sung war es nicht leicht, die Atmung 
exakt zu messen. Ein Streifen Filterpapier mit Lauge benetzt und an de1 
inneren Wand des GefaBhauptraumes befestigt, erleichtert die Entfernung 
der Kohlensiure und ermédglicht die Atmungsmessung von verdiinnten 
Hefesuspensionen. (Um das ZusammenflieBen der Lauge mit der Zell 
suspension zu vermeiden, zogen wir einen ringférmigen Fettstrich unte: 
dem Papierstreifen.) Aber auch in dieser Anordnung sind die Versuchszahlen 
nicht ganz zuverlassig. 

Deshalb verfuhren wir folgendermaBen: wir benutzten kegelf6rmige 
Warburg-GefaBe mit zwei Seitenbirnen, deren eine 0,3 cem 10° ,ige NaOH. 
die andere Ghucoselésung, oder Kontrollésung (z. B. Arabinose) enthielt 
Vorerst bestimmten wir die Anfangsatmung in 0,1 (oder 0,2 cem) glucose 
haltiger Lésung. Dann wurde die Glucose bzw. Kontrollésung eingekippt 
Nach 30 Minuten kippten wir endlich die Lauge auch in den Hauptraun 
ein. Der Sprung des negativen Druckes war im Falle der 4% igen Glucos: 
sehr bedeutend. Um die Atmung in 4 °,iger Glucose (wahrend der Versuchis 
zeit von 30 Minuten) zu berechnen, benutzten wir die Differenz zwischer 
Meniskusniveau vor dem Einkippen der Glucose und nach dem Einkippe: 
der Lauge, abziiglich des kleinen Meniskussprunges im KontrollgefaB nac! 
Laugenzusatz. Auf diese Weise erhielten wir im ganzen befriedigende Werte, 
obgleich die Messung selbst von nicht hoher Prazision ist. 


Sicher ist die umgekehrte Pasteursche Reaktion bei der unte1 
girigen Bierhefe viel deutlicher ausgeprigt als im Falle der Backe1 
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hefe (siehe die Tabelle), was wahrscheinlich in der machtigen aeroben 
Garung der Unterhefe seine Begriindung hat. 





_Koatrolle R92 Versuch QO; Versuchs- Atmungs- 


dauer hemmung 


in der in der in der in der Min im Versuch 


Vorperiode Versuchsperiode Vorperiode Versuchsperiode 


Jt 
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9,54 9,63 9,57 
13,45 12,8 13,21 
10,54 10,56 10,56 
11,66 11,7 11,95 
1 By 11,5 11,5 
13,5 13,4 13,0 


30 31 
30 40 
35 39 
30 42 
40 33 
40 25 
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An dieser Stelle sollen die Beobachtungen von O. Meyerhof erwahnt 
werden, die an der Oberhefe gemacht wurden: der Zuckerzusatz bewirkt 
hier oft in der ersten halben Stunde eine Atmungshemmung, die dann einer 
Atmungssteigerung Platz macht (3). 


In der Wirkung von Monojodessigsiure auf den Hefestoffwechsel sehen 
wir eine weitere Stiitze fir die Existenz der umgekehrten Pastewrschen 
Reaktion. Wie Nilsson, Zeile und Euler (4) zuerst feststellten und S. Lunds 
gaard (5) danach bestatigte, wird die Hefeatmung unter gewissen Be- 
dingungen von Jodessigséure erhéht. Da die Jodessigsiure auch gegeniiber 
der Atmung nicht voéllig indifferent erscheint und bei py 4+ eine bedeutende 
Hemmung (25 bis 75°,) ausiibt, so scheint es gut médglich, daB auch bei 
Pu 5 mit eventuell auftretenden Hemmungswirkungen der Jodessigsiure 
zu rechnen ist, was die Atmungssteigerungen als Folge der umgekehrten 
Pasteurschen Reaktion schwankend macht. Nach einer Sattigung des 
Atmungssystems kénnte die Reaktion wahrscheinlich besser reproduziert 
werden. An B. coli hat Califano (6) eine Steigerung der Atmung gerade in 
denselben Phlorrhizinkonzentrationen beobachten kénnen, die die Zucker 
vergirung von B. coli stark hemmen. 

Vor allem hatten aber Sel/et und Jani (7) mit einer umgekehrten Pasteur 
schen Reaktion zu tun, als sie eine erhebliche Steigerung der Atmung von 
bésartigem Gewebe in Fluoridgegenwart beobachteten. Merkwiirdigerweise 
war schon in ?!/j9999 NaF die aerobe Glykolyse herabgesetzt, die Atmung 
dagegen gesteigert. Diese, wie auch einige andere Erscheinungen, kénnten 
zwanglos als Einzelfalle der umgekehrten Pasteurschen Reaktion auf 
vefaBt werden. 

Alle diese Tatsachen erlauben uns, die umgekehrte Pasteursche Re 
aktion, wenn auch nur in qualitativer Hinsicht, als sichergestellt zu be- 
trachten. Es ware noch verfriiht, schon jetzt nahere theoretische Be- 
trachtungen iiber den Mechanismus der umgekehrten Pasteurschen 
Reaktion zu entwickeln. Es sei nur eine naheliegende Deutungsméglich- 
keit erwahnt. Nach der Anschauung Engelhardts (8) werden die energie- 
liefernden Stoffwechselreaktionen der Zelle allgemein durch Anwesen- 


heit von Spaltprodukten, die resyntetisiert werden miissen, gef6rdert. 
Nun mu8 unter gewissen Umstanden eine Konkurrenz um diese Sub- 


stanzen zwischen Atmung und Garung bestehen. 
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Zusammenfassu ng. 


1. Die umgekehrte Pasteursche Reaktion eine Hemmung der 
Atmung durch aerobe Garung ist nur dann festzustellen, wenn das 
Atmungssystem mit geeigneten Wasserstoffdonatoren gesittigt ist 


2. Bei einer selektiven Garungshemmung auBert sich die um- 


gekehrte Pasteursche Reaktion in einer Atmungssteigerung. 


3. Danach scheint also, daB die energieliefernden Zellreaktionen 
vegenseitige Hemmungswirkungen ausiben. 


Literatur. 


1) H. G. Crabtree, Biochem. J. 23, 5361, 1929. 2) F. Dickens u 
G. D. Greville, ebenda 27, 832, 1933. 3) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 162, 
43, 1925; —- 4) R. Nilsson, K. Zeile u. H. v. Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem 
194, 53, 1931. 5) KB. Lundsgaard, diese Zeitschr. 250, 61, 1932. 
6) L. Califano, ebenda 271, 123, 1934. 7) C. Jellei u. I. Jany, ebenda 239, 
94, 1931. 8) W. A. Engelhardt, ebenda 251. 343, 1932. 


(Tar 
neul 
rung 
mer 
best 
find 
subs 
esa 
her¢ 


use 


Sch 
me 


rage 


gift 
Care 
Sch 
Ver 
gift 
Sek 


Mo 
Par 
de ] 
Meo 
von 


teil 
WoO! 
vou 





Bereitung von ,Cobratoxin® fiir klinische Zwecke, besonders 
fiir die Behandlung von Krebsschmerzen. 


Von 
L. W. van Esveld. 
(Aus dem Ryks Instituut voor de Volksgezondheid in Utrecht.) 
(Eingegangen am 24. November 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Im Jahre 1929 wurde ein Lepréser auf Cuba von einer giftigen Spinne 
(Tarantel) gebissen. In den hierauf folgenden Tagen besserten sich die 
neuritischen Beschwerden und auBerdem wurde eine erhebliche Linde 
rung der Schmerzen beobachtet. Als Wonaelesser (New York) von diesem 
merkwirdigen Vorfall erfuhr, kam er auf den Gedanken, ob vielleicht 
bestimmte giftige Driisensekrete fiir therapeutische Zwecke Verwendung 
finden kénnten. Es war ihm namlich die neurotoxische Natur der Gift- 


substanz gewisser Spinnen und Schlangen bekannt und er erachtete 


es als durchaus nicht unwahrscheinlich, da aus solehem Driisensekret 
hergestellte Praparate auf die durch bestimmte Krankheiten  ver- 
ursachten Schmerzen eine heilsame Wirkung ausiiben kénnten. 


Monaelesser sah sich in seiner Meinung bestarkt, als es ihm gelang, mit 
Schlangengift (Crotalusgift) in einigen Carcinomfallen einen giinstigen Erfolg 
zu erzielen. Er stellte sich dann in personliche Verbindung mit dem hervor- 
ragenden Giftkenner Calmette. 

Calmette, der schon 1914 die Behandlung von Epilepsie mit Schlangen 
gift versucht hatte, und auch in einer amerikanischen Zeitung von einem 
Carcinompatienten in New Orleans gelesen hatte, dessen Tumor nach einem 
SchlangenbifB allmahlich verschwunden war, riet JJonaelesser an, seine 
Versuche fortzusetzen, jedoch nicht mit dem an Neurotoxin armen Crotalus- 
gift, sondern mit Cobragift, weil der Neurotoxingehalt dieses letzteren 
Sekrets denjenigen des Crotalusgiftes um das Vielfache iibertrifft. 

Mit einer von Calmette erhaltenen Menge Cobragift experimentierte 
Monaelesser weiter, erst in New York, dann, gemeinsam mit Taqguet, in 
Paris. Als Frucht dieser Arbeit konnte Gosset in der Sitzung der ,,Académie 
de Médecine** vom 14. Marz 1933 iiber 115 Carcinomfalle berichten, die von 
Monaelesser und Taquet! in der ,,Salpétriére** mit einem unter den Auspizien 
von Calmette hergestellten Praparat behandelt waren. 

Nachher sind besonders von franzésischer Seite eime Reihe von Mit 
teilungen iiber die therapeutische Verwendung von Cobragitt verdffentlicht 
worden. Es sei an dieser Stelle nur auf die zusammentassenden Arbeiten 
von Ravina* und Orticoni® hingewiesen. 


Eine Besprechung der bis jetzt erhaltenen klinischen Resultate 
und der Theorien iiber die Wirkungsweise des Giftes liegt auBer dem 
1 Monaelesser u. Ch. Taguet, Bull. de VAcad. de Médec. 109, 371, 1933. 


2 4. Ravina, Presse Médicale 1934, Nr. 1, S. 4. 3 4. Orticoni, ebenda 
1934, Nr. 6, S. 112. 
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Rahmen dieser Arbeit. Fiir unseren Zweck geniigt die Feststellung 
der Tatsache, daB das Cobragift sich bei der Bekampfung von durc! 
wachsende Tumore, namentlich Krebs hervorgerufenen Schmerze: 
bei einer Reihe von Patienten als ein brauchbares Hilfsmittel bewahrt 


hat. Es gelingt in geeigneten Fallen, den Gebrauch von Morphin zu 


unterdriicken, wahrend ein weiterer Vorteil der Behandlungsmethod 
ist, dal} man die Injektionen nur einmal jede drei oder fiinf Tage, ode: 
sogar nur einmal wéchentlich oder zweiwéchentlich zu geben braucht 
Ohne ein Urteil auszusprechen tiber eine eventuelle Wirkung des Giftes 
auf die Entwicklung des Tumors selbst oder das Allgemeinbefinden 
des Patienten, sind diese Feststellungen an und fiir sich schon von so 
grobem allgemeinen Interesse, daB die Beschreibung einer von jedem 
Sachversténdigen auszufiihrenden Methode, die es erméglicht, aus 
nativem Cobragift ein fiir kliniseche Zwecke verwendbares und haltbares 
Praparat herzustellen, als durchaus willkommen erscheint. 

Kinfache Lésungen des getrockneten Speicheldriisensekrets kénnen 
bei Patienten nicht verwendet werden. Das Trockensekret enthilt 
Verunreinigungen, die entfernt werden miissen. Weiter kann der Gehalt 
des Sekrets an Neurotoxin, die Substanz, der das Sekret seine auBber- 
ordentliche Giftigkeit und spezifische Wirkung verdankt, um das Viel- 
fache wechseln. Die Dosierung in Milligrammen ist daher sehr ungenau. 
und weil eine chemische Titration nicht méglich ist, miissen fiir klini 
sche Zwecke brauchbare Praparate biologisch standardisiert werden. 
AuBerdem enthalt das Cobragift neben dem Neurotoxin eine Reihe von 
Stoffen, u.a. Hdmolysin (Hamotoxin), Hdmorrhagin und Proteine, dic 
mit der beabsichtigten Wirkung des Mittels nichts zu tun haben. Weil 
auBerdem die Méglichkeit besteht, dab die letztgenannten Substanzen 
nach Injektion bei Patienten zu unangenehmen Nebenerscheinungen 
AnlaB geben, ist es wiinschenswert, sie zu entfernen. Mit dem weitei 
unten beschriebenen Verfahren hat sich dieses als tatsaichlich méglich 
erwiesen, ohne dap das Gift eine bedeutende Einbupe an Neurotoxin 
erleidet. 

Wie oben erwahnt, hat .Wonaelesser fir seine Versuche erst Crotalusgift, 
nachher, auf Anraten Calmettes, das Gift der Brillenschlange (Naja tripu 
dians var. typica, Cobra Capel) benutzt. Bei den ersten Patienten injizierte 
er zwei bis drei Tropfen einer nicht standardisierten glycerinhaltigen Lésung 
Taguet und Monaelesser verwendeten ein Priiparat, das auf Miuseeinheiten 
eingestellt worden war. Es ist dieses Praparat, oder eine Modifikation 
desselben, das in den letzten Jahren unter dem Namen ,,Cobratoxin** von 
dem Laboratorium von Dumatras (Paris) in den Handel gebracht wird. Dir 
Herstellungsweise dieses Priiparats ist nicht bekannt. Laut Angaben so!! 
»,Cobratoxin“ eine kolloidale Suspension des vom Institut Pasteur, Paris, 
bezogenen und von Dumatras von Hamorrhagin, Hamotoxin und Bakterien 
befreiten Cobragiftes sein. Die Mauseeinheit ist die D. 1. m., die Maus: 
von 25¢ tétet. 
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Fiir die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen, die auf 
Anregung von Dr. W. Aeg. Timmermann, Direktor des Reichs-Instituts, 
unternommen wurden, stand eine Menge getrocknetes Cobragift zur 
Verfiigung, die uns von Prof. L. Otten, Direktor des ,,Institut Pasteur‘, 
Bandoeng (Niederland. Ostindien), freundlichst iiberlassen wurde. Das 
Gift war gewonnen von Naja sputatrix, einer auf Java viel vor- 
kommenden Varietat der Naja tripudians. 

Wie gesagt, war der Zweck der Untersuchungen in erster Linie, 
dieses genuine Gift von einer Reihe nicht gewiinschter Substanzen zu 
befreien, um auf diese Weise ein ohne Bedenken bei Patienten injizier- 
bares Praparat zu erhalten. AuBerdem diirfte in der Darstellung des 
..Cobratoxins’ ebenfalls die Méglichkeit gegeben sein, das so wichtige 
Neurotoxin in einer stark gereinigten Form den pharmakologischen Unter- 
suchungen zugianglich zu machen. Bis jetzt sind alle derartigen Unter- 
suchungen nur mit nativem Cobragift, also mit von vielen anderen 
Substanzen begleitetem Neurotoxin ausgefiihrt worden. 

Der Beschreibung des Reinigungsverfahrens miissen einige all- 
gemeine Bemerkungen vorangehen. 


Lésungen, Toxizitit, Vergiftungserscheinungen, Miuseeinheit. 


Das wie getrocknetes Serum aussehende Gift lést sich ziemlich 


leicht in physiologischer Kochsalzlésung. Die Lésung ist opaleszent, 
hat ein px von etwa 6,3 und zeigt fast immer einzelne schwebende 


Teilchen, Verunreinigungen, die bei der Methode der Gewinnung des 
Sekrets schwer vermieden werden kénnen. 

Fir alle Versuche wurde eine 0,5°%ige Stammlésung benutzt, von 
welcher die benétigten Verdiinnungen hergestellt wurden. 

Fir die Bestimmung der Toxizitaét des genuinen Giftes, und ebenfalls 
fiir die Standardisierung des ,,Cobratoxins‘, wurden Mause benutzt, 
die wahrend 16 bis 20 Stunden gefastet hatten. Die D. 1. m. des nativen 
Giftes war bei subcutaner Injektion von Mausen von 19 bis 21 g 0,5 ecm 
der Verdiinnung 1/30000 und bei intravenéser Einspritzung von Mausen 
von 14 bis 16 g 0,5 cem der Verdiinnung 1/50000. Jedes Gramm unseres 
Giftes enthielt also 100000 intravenése und 60000 subcutane tédliche 
Mausedosen. Die intravenése D.1|.m. laBt sich auf 0,01 mg, die sub- 
cutane D.1.m. auf 0,017 mg berechnen. 

Bei mit Cobragift eingespritzten Mausen tritt nach kiirzerer oder 
langerer Zeit Unruhe und Schwiache der Beine, besonders der Hinter- 
beine auf: die Respiration ist verlangsamt, Atemnot macht sich geltend 
und infolge von Respirationslahmung tritt der Tod, je nach der in- 
jizierten Dosis und dem Weg der Injektion, nach einigen Minuten oder 
Stunden ein. In den weitaus meisten Fallen zeigen die Tiere gerade vor 
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dem Tode Erstickungskrampfe: sie springen in die Hohe und _falle: 
sterbend nieder. In einer kleineren Anzahl von Fallen erfolgt der Tox 
im Koma. 

Bei subeutaner Injektion der D. 1. m. oder einer etwas starkere: 
Dosis gehen die Tiere fast alle innerhalb 2 bis 5 Stunden ein. Vergiftet: 
Mause, die nach 7 Stunden noch am Leben sind, sterben nur selten bei 
weiterer Beobachtung. Deswegen ist fiir die Standardisierung in Mause 
einheiten eine Beobachtungszeit von 5 bis 7 Stunden angenommen 
Eine Cobra-Mduse-Kinheit (CME) ist die kleinste Dosis, die bei sub 
cutaner Injektion wenigstens 80°, der eingespritzten niichternen Maus: 
ron 19 bis 21g innerhalb 5 his 7 Stunden tétet. Die Genauigkeit der 
Wertbestimmung ist etwa 10 bis 15%. 


Nichttoxische Albumine. 


Nach Calmette! kénnen Cobragiftlésungen durch Erwarmung 


wahrend 3 , Stunden im Wasserbad auf 72° von ihren nicht-toxischen 


Albuminen befreit werden. Die Albumine koagulieren und kénnen 
mittels Papierfilters entfernt werden. Das Neurotoxin soll durch diese 
Erhitzung nicht geschadigt werden. Calmette benutzte die auf diese 
Weise hergestellten Lésungen fiir die Erzeugung von antitoxischem 
Serum. 

sei meinen Versuchen, 0,5°,ige Losungen des Giftes der Naja 
tripudians sputatrix auf dieselbe Weise zu behandeln, fiel es sofort auf 
daB solehe Lésungen wohl stark opaleszent wurden, dab jedoch die 
Albumine nicht koagulierten. Auch konnte mittels Papierfilters fiir 
feinste Triibungen (,,Schleicher & Schiill’” 589, ..Delta‘'-Filter 386) 
kein klares Filtrat erhalten werden. Nur langes Zentrifugieren (etwa 
'', Stunde) machte die Lésung fast vollkommen klar. Die Albumine 
werden sedimentiert. 

Bei der Bestimmung der Toxizitat der wihrend 45 oder nur 20° Minuten 
erwarmten filtrierten oder zentrifugierten Lésung zeigte sich in Vergleich 
zu frischen Lésungen eine Abschwichung der Giftigkeit: die D.1. stieg 
bei intravenéser Injektion von 0,5 cem* 1/50000 bis auf 1/40000, bei 
subeutaner Einspritzung von 1/30000 bis auf 1/25000. Die Toxizitat 
war also um 15 bis 20°, verringert (Tabelle I). 

Dieses Ergebnis war deshalb befremdend, weil, nach alteren An- 
gaben, das Gift der Colubriden, zu welcher Familie auch die verschiedenen 
Naja-Arten gehéren, in Gegensatz zum Viperngift sehr hitzebestandig 
sein sollte. Wahrend das letztere schon durch Erwarmung auf 70° 
abgeschwacht und bei 80 bis 85° véllig vernichtet wird, soll das Cobra- 
gift Erhitzung bis auf fast 100° ungestraft vertragen. 

1 4. Calmette, Les venins, les animaux venimaux et la serotherapie 


antivenimeuse, Paris 1907, S. 259 u. 168. * Es wurden immer 0,5 ecem 


eingespritzt. 
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labelle I. D.J. bei subeutaner Injektion von genuinem Cobragift 
ind wahrend 20 Minuten auf 72°C erwarmtes und nachher 
filtriertes oder zentrifugiertes Gift. 


Die Toxizitat wird um 15 bis 20 °, verringert. 





Subecutane Injektion Anzahl der 
Priparat von 0,5 ecem eingespritzten Erscheinungen 
der Verdiinnung M&use 


+ 232 
+ 232’ und 30St. 
ry 182’ und 189’ 
leben > 24 St. 
+ 982’ 
rF 190’ und 267’ 
leben ~ 24 St. 
~ 24 , 
+ 207’ 
; 298’ und 348 


leben > 24 St. 
- 24. 


1/20 000 

; ; 1/25 000 
Genuines Gift 1/30 000 
35 000 


20 000 
Erwarmtes | 25 000 

ind filtriertes Gift | 30 000 
35 000 


Oe A 


mre wore 


20 000 
: 250 
Erwarmtes und | 29 O00 


zentrifugiertes Gift | 30 000 
35 000 


mw woe 


Wahrscheinlich ist der Unterschied in der Hitzebestandigkeit 
unseres Cobragiftes nur ein scheinbarer und ist dadurch bedingt, daB 
bei den nicht so genauen friiheren Methoden der Wertbestimmung 
Verluste von 15 bis 20°, nicht bemerkt wurden. 

Um die durch Erwarmung auf 72° hervorgerufene Abschwachung 
der Giftlésungen zu vermeiden, machte ich mir die Beobachtung von 
Morgenroth' zunutze, daB das Neurotoxin, wie es Kyes und Sachs? 
ebenfalls fiir das Cobrahaémolysin gezeigt haben, in salzsaurer Lésung 
eine hochgradige Resistenz gegen thermische Einfliisse gewinnt. Wahrend 
bei neutraler Reaktion !), oder 1 Stunde auf 100° erhitzte Giftlésungen 
auf 1). des urspriinglichen Giftgehaltes abgeschwacht werden, bleibt 
nach Morgenroth unter denselben Bedingungen bei saurer Reaktion 
die tédliche Dosis die gleiche. Es geniigt schon ein auferordentlich ge- 
ringer Salzsduregehalt der Lésung, um das Neurotoxin thermostabil zu 
erhalten. Mit einem Gehalt von n 10000 HCl ist die untere Grenze 
noch nicht erreicht. 

Um bei der Erhitzung auf 72° keine EinbuBe an Neurotoxin zu 
erleiden, habe ich die Cobragiftlésung mittels n 10 Salzsaure bis auf 


pu etwa 5.0 angesauert. Dieser Sauregrad wurde deshalb gewahlt. 


weil es sich gezeigt hatte, daB sich bei py 5,0 die Lésungen bei der Er- 
hitzung stark triibten und die Albumine leicht abzentrifugiert werden 
konnten, wahrend die Lésungen bei z. B. px 2.0 und 3.0 klar blieben 


1 Morgenroth, Arb. a. d. Pathol. Inst. Berlin 1906, zitiert nach Eisen- 
mann, Inaug.-Diss. Berlin 1907. * Kyes u. Sachs, Berl. klin. Wochenschr. 
1903, Nr. 2 bis 4. 
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Wie aus der Tabelle II hervorgeht, bleibt bei py 5,0 (etwa 0,1 com 
n/ lO HCl auf 10 cem 0,5°,ige Giftlésung in physiologischer Kochsalz 
l6sung) die neurotoxische Fahigkeit der Cobragiftlésung bei Erhitzung 
vollig erhalten. 


Tabelle Il. Die neurotoxische Fahigkeit einer mittels Salzsaure 


auf py 5,0 gebrachten Cobragiftlésung bleibt bei Erhitzung 
wihrend 20 Minuten auf 72° véllig erhalten. 





Subcutane Injektion 
Priparat von 0.5 cem Erscheinungen 
der Verdiinnung 


1/25 000 7 800’ 

Genuine Giftlésung von py 5,0 1/30 000 7 195’ 
1/35 000 lebt > 24 St. 

ime : a a 1/25 000 + 180’ 

krwarmte und filtrierte Giftlésung | 1/30 000 + 278’ 
+e aN 1/35 000 lebt > 24 St. 

rie / es 1/25 000 * 179 

Krwarmte und zentrifugierte (ift- | 1/30 000 + 180 
losung von Py 5,0 | 135 000 lebt ~ 24 St. 


Nachdem es also gelungen war, die nicht-toxischen Albumine ohne 


Verlust an Neurotoxin zu entfernen, wurde dasselbe mit dem Hamo- 
lysin versucht. 
Himolysin. 

Die Schlangengifte nehmen in bezug auf ihre hamolytische Wirkung 
gegeniiber anderen tierischen Toxinen eine Sonderstellung dadurch ein, 
daB sie zu dieser Wirkung die Gegenwart von Lecithin oder anderen 
Lipoiden bediirfen. Versetzt man die Blutkérperchen, z. B. des Schafes 
oder des Rindes, mit einer Lésung von Cobragift, so tritt selbst bei 
Anwendung sehr konzentrierter Lésungen eine Hamolyse nicht ein. 
Kin ganz anderes Bild tritt dagegen auf, sowie man den Gemischen 
von Cobragift und Blut eine geringe Lecithinmenge zusetzt. Es zeigt 
sich dann, daB schon auBerordentlich geringe Mengen des Cobragiftes 
zusammen mit einer Lecithinmenge, die an und fiir sich keinerlei Wirkung 
austibt, innerhalb einer gewissen Zeit Hamolyse hervorbringen. 


Fiir die Auffassung der durch Cobragift und Lecithin bedingten 
Hamolyse sind die Arbeiten von Kyes'!, der sich groBe Verdienste bei 
der Erforschung dieses schwierigen Gebietes erworben hat, und die- 
jenige von Kyes und Sachs*, v. Dungern und Coca*, Morgenroth und 


! P. Kyes, Berl. klin. Wochenschr. 1908, S. 958 u. 982; diese Zeitschr. 
4, 99, 1907. > P. Kyes u. H. Sachs, 1. c. — * v. Dungern u. Coca, 
Miinch. med. Wochenschr. Nr. 47, 1907: diese Zeitschr. 12, 407, 1908. 
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ANaya', Liidecke? und insbesondere auch Manwaring? mabgebend ge- 
worden. 


Wie zuerst Ayes (1903) gezeigt hat, gelingt es, durch geeignete Mab - 
nahmen (u. a. Ausschiitteln von wasserigen Cobragiftl6sungen mit Lecithin 
Chloroform) ein von Ayes als ,,Cobralecithid’ bezeichnetes Produkt herzu- 
stellen, daB sich sowohl vom Cobragift als auch vom Lecithin unterscheidet. 
Dieses Produkt wirkt, ahnlich wie Saponin, stark und rasch hiaimolytiseh 
auf alle Blatarten. Die Vermutung von A:yes, dab es sich bei diesem hamo 
lvtischen Prinzip um ein aus der Vereinigung von Cobragift und Lecithin 
entstehendes neuartiges Reaktionsprodukt handelt, hat sich als irrig er 
wiesen. Es liegt vielmehr eine rein fermentative Wirkung des Cobragiftes 
auf das Lecithin vor, welche nach aVanwaring dadurch gekennzeichnet ist, 
daB vom Lecithin durch ein im Cobragiit vorhandenes Ferment, die ,Cobra 
ecithinase™, ein Fettsdurerest abgespalten wird und ein ,,.WMonofettsdurelecithin® | 
iibrig bleibt, das auwPerordentlich stark hdmolytisch wirkt. Ob es sich bei 
diesem Monofettsaurelecithin um Monooleyllecithin, Monostearyllecithin 
oder ein Gemisch beider handelt, laBt sich nach Manwaring schwer ent- 
scheiden. 

Fir unseren Zweck ist es nun wichtig, dap die von Kyes fir die Darstellung 
seines ,Cobralecithids’’ beschriebenen Methode die Méglichkeit bietet, das 
Neurotoxin, getrennt vom Hdmolysin, wieder zu gewinnen, 


K yes setzte bei seinen ersten Versuchen zu einer wasserigen Losung des 
Cobragiftes eine Lésung von Lecithin in Chloroform und schiittelte mehrere 
Stunden kraftig im Schittelapparat. Hierauf wurde zentrifugiert, bis eine 
scharfe Trennung der Chloroformlecithinschicht und der wiasserigen Schicht 
eingetreten war. Es gelang Ayes durch geeignete Ma®inahmen aus der 
Chloroformschicht das von ihm als eine Verbindung des Lecithins und 
Cobrahamolysins betrachtete, stark hamolytisch wirkende ,,Cobralecithid* 
mi gewinnen. Untersuchte er die wésserige Schicht aut ihre hdmolytische 
Fdahigkeit, so fand er dieselbe stark vermindert und es war moéglich, durch 
wiederholtes Ausschiitteln mit Chloroformlecithin, sie véllig ihres hamolyti- 
schen Vermédgens zu berauben. Prifte Ayes nun die wasserige Schicht auf 
ihre neurotoxische Wirkung, so fand er, dab dieselbe fast vollstdndiq erhalten 
geblieben war. 

Als Kyes 1907 seine Versuche wieder aufnahm, zeigte sich die iiber- 
raschende Tatsache, dali trotz peinlichster Einhaltung der friher befolgten 
Versuchsbedingungen, die quantitative Darstellung des ,,Cobralecithids* 
in zahlreichen Versuchen fehlschlug. Die Ursache dieses MiBerfolges wurde 
in der leichten Zersetzlichkeit und hohen Variabilitat der Handelspraparate 
des Lecithins gefunden. Ayes hat alsdann versucht, der bei dem Lecithin- 
zusatz eintretenden sauren Reaktion durch Neutralisation zu begegnen, und 
in der Tat erwies sich ein Zusatz von Alkali als das souverdne Mittel, durch 
das es endlich gelang, mit allen Lecithinprdparaten konstante Tesultate zu 


erreichen, 


1 J. Morgenroth u. R. Kaya, diese Zeitschr. 1, 354, 1910. = K. R. 
Laidecke, Inaug.-Diss. Miinchen 1905. 3 °W.H. Manwaring, Zeitschr. f. 
Immunitatsforsch. 6, 513, 1910. ' Das hamolytisch wirkende Produkt 


wird von v. Dungern und Coca als ..Desoleolecithin™ autgetaBt und von 
Delezenne als ,,Lysocithin™ bezeichnet. 
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Tabelle LIL. Hamolytische Wirkungverschiedener Lecithin muster 
leem Schafblut, verschiedene Mengen 1.0- oder 0,1 °,iger Lecithinlésung 
und physiologischer Kochsalzlésung bis auf 2,0 e¢em. 





mg : : Lecithin mg ° ‘ Lecithi: 
Lecithin Lecithin ot Lecithin Lecithin 

Lecithol epee . ee Riedel | Lecithol mers se Riede 
pro oem Merck (alt) Riedel (alt) (riceny pro cem Merck (alt) Riedel (alt) price 
5,090 komplett fastkomplett Null | 0,375 stark schwach Null 
3,750 . stark _ 0,250 mabig Spur 

2,500 - mibig >: 0,125 Spur 

1,250 fastkomplett schwach ° 0,050 Null 

0,500 |: , os ‘“ 





Daf auch die gegenwartigen Lecithinhandelspraparate stark ver 
schieden sind, laBt sich auf einfache Weise dadurch zeigen, daB man sie. 
wie es auch Ayes getan hat, auf ihre hamolytischen Fahigkeiten priift. 
Diese Versuche wurden mit einem alten Lecithin wWerck und einem 


alten und einem frischen Muster Lecithin Riedel vorgenommen. Wie 


aus der Tabelle III hervorgeht, wirkten die beiden alten Lecithine um 
wenigstens das Hundertfache starker hamolytisch als die frisch von det 
Fabrik bezogene Lecithinprobe. 

Als ich versuchte, mittels der urspriinglichen A yesschen Methode 
(also ohne Neutralisation) das Cobrahamolysin los zu werden, gelang 
es, auch bei Verwendung des frischen Riedelschen Lecithins nicht, 
konstante Resultate zu erzielen. Wahrend in einigen Fallen der Hamo- 
lvsingehalt der wasserigen, das Neurotoxin enthaltenden Schicht durch 
einmaliges Schiitteln bis auf 3 bis 10°, des urspriinglichen Gehalts 
heruntergedriickt werden konnte, war in anderen Versuchen die hamo- 
lytische Wirkung um nicht mehr als 50 bis 75°, oder noch weniger 
verringert. Abstumpfung der wahrend des Schiittelns entstehenden 
Fettsauren zeigte sich also anch fiir das von mir benutzte Lecithin 
Riedel als notwendig. Es sind nach Manwaring und v. Dungern und 
Coca die bei dem Verfahren aus dem Lecithin und den in Handels- 
praparaten vielfach vorkommenden Verunreinigungen desselben  ab- 
gespaltenen fliichtigen und nicht-fliichtigen Fettsauren, die den Fort- 
schritt des Prozesses und damit den vollsténdigen Verbrauch der Cobra- 
lecithinase hindern, indem sie eine Lockerung der Beziehungen dieses 
Ferments zu den lecithinartigen Stoffen bedingen. 

Zur Darstellung des ,,Lecithids’* haben Ayes und Manwaring die 
sich bildenden Sauren durch wiederholten Zusatz von Natronlauge soweit 
abgestumpft, bis eine weitere Saurebildung nicht mehr wahrzunehmen 
war, und schlieBlich die zugefiigte Alkalimenge durch Salzsdure neutrali- 
siert. Es hat sich in meinen Versuchen gezeigt, dab diese nachtraglich: 


' 20° ige Losung in Methylalkohol mit physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt. 
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Neutralisation, die K yes nur zum Zweck der Elimination der fettsauren 
Salze geboten schien, fiir die Gewinnung des vom Hadmolysin befreiten 
Veurotoxins von groper Bedeutung ist. 

Neutralisiert man nicht, so gelingt es wohl, durch einmatiges 
Schiitteln den Hamolysingehalt der wasserigen Schicht bis auf 1°, des 
urspriinglichen Gehalts oder noch weniger herunterzubringen, diese 
Schicht enthalt unter diesen Umstanden jedoch nicht mehr als 33. bis 
40° des urspriinglich vorhandenen Neurotoxins. Neutralisiert man 
vor der Trennung der Emulsion in zwei Schichten das zugefiigte Alkali 
mit der aquivalenten Menge Salzséure, so gelingt es, wenigstens 99°, 
des Hamolvysins los zu werden und 70 bis 80°, des Neurotoxins wieder 
zu gewinnen. Eine derartige Verringerung des haimolytischen Faktors 
und die Ausbeute an Neurotoxin mu fiir unseren Zweek als villig 
ausreichend betrachtet werden. 

Schittelt man nach Abheben der wasserigen Schicht die Chloro- 
formschicht noch ein- oder zweimal mit frischer physiologischer Kochsalz- 
l6sung aus, so k6nnen wohl weitere 6 bis 10 °,, des Neurotoxins gewonnen 
werden, der Hamolysingehalt solcher Lésungen (Tabelle V) ist jedoch 
im Verhaltnis zu der gewonnenen Menge Neurotoxin um das Vielfache 
héher als derjenige der ersten Ausschittelung. 

Auf welche Weise das Neurotoxin bei der nachtraglichen Neutrali- 
sation in die wasserige Schicht gedrangt wird, ist nicht klar. Dab eben 
diese Neutralisation der entscheidende Moment ist, habe ich dadurch 
zeigen kénnen, das um so mehr Neurotoxin in der wasserigen Sehicht 
erscheint, je nachdem ob man sofort nach einmaligem Schiitteln neutrali- 
siert oder erst dann neutralisiert, wenn man die Chloroformschicht 
zum zweiten oder dritten Male mit frischer physiologischer Kochsalz- 


losung ausschittelt. 


Tabelle IV. EinfluB der nachtraglichen Neutralisation des zu- 
gefiigten Alkalis aut die Ausbeute des Neurotoxins. 
CME Cobra-Mauseeinheit. 





Gehalt an Neurotoxin pro 1,0 cem 
der wisserigen Schicht nach 
Praiparat neutralisiert 


einmaligem zweimaligem dreimaligem 
Schiitteln Sehiitteln Schiitteln 
A. Nach einmaligem  Schiitteln 225 CME 20 CME 2 CME 
b. Vor der zweiten Ausschittelung i _ 1 =. 5 
C. Vor der dritten Ausschiittelung 100) aa KD . 


Wie man aus der Tabelle IV ersieht, halt die Chloroformschicht 
das Neurotoxin um so linger fest, je spater die Neutralisation erfolgt. 
Kyes und Manwaring fanden, daB bei dem Prozef der ,,Lecithid*- 
Gewinnung die wasserigen Cobragiftlésungen fast gar keine Einbube ihres 
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Neurotoxingehalts erfahren. Die Chloroformschicht sollte nur eime seh 
veringgradige Toxizitat annehmen, die nicht mehr als 1,5 bis 6,0°%% de 
vorhandenen Cobragiftmenge betrifft. Eine derartige Ausbeute des Neur 
toxins habe ich niemals erzielen kénnen. Vielleicht jedoch spielt auch | 
dieser Hinsicht die gegenwiirtige exaktere Methode der Wertbestimmun 
eine Rolle. 

Wie es mit dem Hamolysingehalt der verschiedenen Ausschiitte 
lungen im Vergleich zu demjenigen des nativen Cobragiftes und ii 
Vergleich zu der Anzahl Cobra-Mause-Einheiten (CME) steht, erhell: 
aus Tabelle V. 


Tabelle V. leem Schatblut 0,25 cem 0,1 °p,iges Lecithin mit wech 
selInden Mengen Cobragift verschiedener Konzentration und 
0,85 °oiger NaCl-Lésung bis aut 2,5 ecm ausgefitillt. 


Ablesungen nach 2 Stunden bei 37°C. 





A B Up D 
Menge des Cobragiftes, Natives Wiasserige Wisserige Wiisserige 
berechnet auf Cobragift Schieht der Schicht der Schicht det 
Konzentration 1/1000 (Kontrolle) ersten Aus- zweiten Aus- dritten Aus- 
schiittelung schiittelung schiittelung 
1,0 com komplett mabig mabig stark 
0,75 x schwach schwach mabig 
0,50 : s Spur Spur me 
0,25 s ‘i Null Null schwach 
0,01 5 et - is Spur 
0,075 e s a os Null 
0,050 a - i fs , 
0,025 = x “ o . 
0,010 5 stark 
0,007 5 y 
0.0050, mibig x B 
00025 , Spur - a - 
O.0020 ., Null - 
0.000 75 . " 2 
0,000 50). : is 
0,000 25 
Prozentsatz des 
Hamolysins im Ver- | 100 04 04 1.33 
gleich zu nativem | 
Cobragift 
Anzahl der Cobra- 
Mause-Einheiten 300 225 20 2 
(CME) pro 1,0 cem — | 
Prozentsatz des 
Hamolysins im Ver- | 100 0.53 6.0 200 


gleich zu der Anzahl 
CME 
Es zeigt sich in dieser Tabelle, da das Verhaltnis zwischen det 
vorhandenen Menge Neurotoxin und Hamolysin in der wisserigen 
Schicht der ersten Ausschiittelung das weitaus giinstigste ist ; diese Schicht 
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nthalt 75°, der neurotoxischen und nur etwa 0,5°, der hamolytischen 
fahigkeit des nativen Cobragiftes. Wenn man dieselhe wasserige Schicht 
zum zweiten Male mit Chloroformlecithin schittelt, gelingt es wohl. 
den hamolytischen Faktor bis auf etwa 0,25°, des urspriinglichen 
Wertes abzuschwachen, fiir klinische Zwecke ist es jedoch vollig aus- 
eichend, daB die Praparate nur 0,5 bis 1,0°, der urspriinglich vor- 
handenen Menge Hamolysin enthalten. AuBerdem wiirde das Praparat 
durch zweimaliges Schiitteln eine geringe EinbuBe an Neurotoxin er- 
leiden. 
Hamorrhagin. 

In Vergleich zu Viperngift enthalt das Gift der Colubriden im all- 
gemeinen nur wenig Hamorrhagin. Wenn man z. B. die in 1.0 mg 
Cobragift vorhandene Menge dieser Substanz gleich 10 hamorrhagischen 
Dosen setzt, so enthalt nach Calmette dieselbe Giftmenge des Ancistrodon 
piscivorus oder contortrix LOO und diejenige des Crotalus adamanteus 
1000 haimorrhagische Dosen. Es gibt jedoch Colubriden, wie der Bun- 
garus coeruleus und die in Australien lebenden Hoplocephalus und 
Pseudechis, deren Driisensekret verhaltnismaBig mehr Hamorrhagin 
enthalt als das Gift der meisten anderen Giftnattern. 


Nach Flexner und Noguchi! wird das Hiamorrhagin verschiedenes 
Schlangengifte bei 75° nach 30 Minuten zerstért. Es ist also thermolabiler 
als Neurotoxin. IJshizaka? hat beobachtet, da das Driisensekret von 
Lachesis flavoviridis durch Schiitteln mit Chloroform seine hamorrhagische 
Wirkung verliert. Schwefelwasserstoff, Eisenchlorid, Essigsiure und Nalz- 
siure schwachen diese Wirkung ab. Worgenrothund Rosenthal® haben gezeigt, 
daB eime Konzentration von n/400 Salzsaure geniigt, um das Hamorrhagin 
von 5cem einer 1° ggigen Crotalusgiftlosung unwirksam zu machen. 

Als ich versuchte, das Hamorrhagin 0.5°,iger Giftlésungen det 
Naja tripudians sputatrix bei 75° in 30 oder 45 Minuten zu vernichten, 
zeigte sich, daB die hamorrhagischen Eigenschaften soleher Lésungen 
durch diese Manipulation nur wenig abgeschwacht wurden. Zerstért 
waren sie gar nicht. Selbst 0,1 cem der Verdiinnung 1/5000 der erhitzten 
Losung hatte, intracutan in die Bauchhaut eines Meerschweinchens 
eingespritzt, noch eine, wenn auch geringfiigige hamorrhagische Wir- 
kung. Ebensowenig gelang es durch Kombination von Hitze und 
Salzsaure (in der fiir die Schutzwirkung des Neurotoxins benutzten 
Konzentration) eine bedeutende Abschwachung des himorrhagischen 
Faktors herbeizufiihren. 

Es zeigte sich jedoch gliicklicherweise, da dureh die zum Zweck 
der Elimination des Hamolysins benutzten Schiittelung mit Chloroform- 
lecithin das Hamorrhagin gleichzeitig zerstért wird. 

' Fleaner uu. Noguchi, J. of med. Res. 9, Nr. 2, 1904, zitiert nach Morger- 
roth u. Rosenthal. 2 Ishizaka, Zeitschr. f. exper. Path. 4, 1907. —— 
Morgenroth u. Rosenthal, diese Zeitschr. 2. 383, 1907. 
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Injiziertt man 0.1 oder 0.2 cem einer 0,5°,igen mit Chloroforn 
veschiittelten Cobragiftlésung intracutan in die Bauchhaut eines Mee: 
schweinchens, so bleibt, wie man aus der Abb. 1 ersehen kann, jed 
Reaktion aus, wahrend dieselbe Mengen des nativen Giftes eine stark 
hamorrhagische Wirkung herbeifiihren. 

Durch Schiitteln mit Chloroform laBt sich also das Hamorrhagi: 
der Naja sputatrix auf einfache Weise beseitigen. 


Hautlasion 


Mit Tinte auf der 
Haut angegebene 
Injektionsstellen 
des gereinigten 
Giftes 





Abb. 1. Bauchhaut Meerschweinchen. Rechts oben: Hamorrhagische Wirkung von 0,1 und 
0.2 ¢em nativer CobragiftlOsung 1/200. Links unten: Injektionstellen derselben Mengen nach 
Zerstérung des Himorrhagins. 


‘“Nachdem es gelungen war, das genuine Cobragift von seinen nicht- 
yewiinschten Substanzen (Hamolysin, Hamorrhagin, nicht-toxischen 
Albuminen) zu befreien, wurde eine Methode ausgearbeitet, mit welcher 
es in der Praxis gelang, konstante Erfolge zu erzielen. Bei der Aus- 
fiihrung dieser Methode haben mich die Ratschlage von Dr. F. J. Reith, 
Chef der chemischen Abteilung des Instituts, in manchen Hinsichten 
wesentlich unterstiitzt. 

Die Methode laBt sich auf folgende Weise beschreiben. 


Herstellung des ,,Cobratoxins*. 
100mg Cobragift in 20cem_ steriler physiologischer Kochsalz- 
lésung lésen und mit einigen Tropfen (- 0,2 cem) n/10 HCl ansaéuern 
his pu etwa 5,0 und in einem gut verschlossenen Glasrohr (am besten 
Zentrifugerohr) im Wasserbad wahrend etwa 20 Minuten auf 72° er- 
hitzen: abkiihlen und zentrifugieren (z. B. 30 Minuten bei 38000 Um- 
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drehungen) bis die Lésung fast vollig klar ist und die Albumine fest 


auf dem Boden sedimentiert sind: tiberstehende Fliissigkeit in eine 
kleine Schiittelflasche abgieBen und die zugefiigte Salzsiure mit der 
iquivalenten Menge n/1l0 NaOH neutralisieren; 20 cem einer 20°, igen 
Losung von Lecithin in CHCl, zufiigen und im Schiittelapparat kraftig 
schiitteln, bis sich eine homogene Emulsion gebildet hat ; py kontrollieren 
(ist etwa 5,0 bis 5,2) und in Portionen von 0,2 bis 0,3 cem so viel n Na OH 
zusetzen, bis das py nach Umschiitteln 6,0 oder fast 6.0 geworden ist. 

Jetzt kénnen zwei Wege eingeschlagen werden: 

1. Nochmals 20 bis 30 Minuten schiitteln im Schiittelapparat, 
das pu bestimmen und NaOH zuflieBen lassen bis py 6,0, dann wieder 
im Schiittelapparat 20 bis 30 Minuten schiitteln usw., bis der Endpunkt 
erreicht ist, d. h. bis sich keine neuen Séuren mehr bilden, das py sich 
also nicht mehr andert. 

2. 3 bis 5 Minuten mit der Hand schiitteln, px bestimmen und 
NaOH zufiigen, wenn dieses niedriger als 6,0 ist, wieder einige Minuten 
mit der Hand schiitteln und NaOH zuflieBen lassen und auf diese Weise 
verfolgen, bis das pu sich nach einigen Minuten Schiitteln nicht mehr 
indert; dann eine halbe Stunde schiitteln im Schiittelapparat und 
kontrollieren, ob der Endpunkt tatsichlich erreicht ist. Die in’ ver- 
schiedenen Versuchen mit verschiedenem Lecithin im ganzen benutzte 
Menge NaOH war 2,5 bis 3,5ecm pro 0,1 g Gift. 

Ist der Endpunkt erreicht, dann neutralisieren des zugefiigten 
Alkalis mit der aquivalenten Menge n HCl; mittels 8 bis 10 ccm 
Athanol die Emulsion quantitativ in ein Zentrifugenrohr  iiberspiilen 
und mischen; 20 bis 30 Minuten zentrifugieren, bis sich die Emulsion 
scharf in eine Chloroformschicht und eine wiasserige Schicht getrennt 
hat und die letztere Schicht fast véllig klar ist; diese Schicht (26 bis 
27 ccm) méglichst quantitativ abheben, auf dem Wasserbade (70 bis 75°) 
bis etwa 15 cem einengen, mit sterilem destillierten Wasser in ein kali- 
briertes GefaB iiberspiilen, bis auf 20 cem ausfiillen und 80 mg pulveri- 
siertes Chloreton zufiigen. 

Diese Stammlésung (berechnet als 1/200) enthalt pro 1,0 cem 
etwa 225 CME, d.h. etwa 75°, des Neurotoxins des nativen Giftes. 
Das Haimorrhagin ist véllig zerstért, das Hamolysin auf 0.5 bis 1,0°, 
des urspriinglichen Gehalts abgeschwacht, die nicht-toxischen Albumine 
sind nicht mehr vorhanden. 


Bestimmung des py. 
Die Bestimmung des pu der verschiedenen Losungen kann am besten 
auf einer porzellanen Tiipfelplatte mit Pufferlésungen nach Sorensen 
als Standarde (4,8, 5,0 usw. bis 6,0) und Methylrot als Indikator vor- 


genommen werden. Die Indikatorlésung wird hergestellt, indem man 
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die vorhandene 2° ,)ige Methylrotlésung 10- bis 20fach mit 50° igen 
Athanol verdiinnt und diese Verdiinnung mit einigen Tropfen n/100 
NaOH bis zu goldgelber Farbe versetzt. Bekanntlich ist der Umschlag 
intervall dieses Indikators 4,4 (rot) bis 6,2 (gelb), also hier am zweck 
maBigsten. Zu drei Tropfen des Indikators setzt man einen Tropfen de: 
Puffer- oder der Cobragiftlésung oder der Emulsion. Die Farbe wird 


sofort nach der Mischung abgelesen. 


Trennung der Emulsion, 

Die von Sachs eingefiihrte Zufiigung von Athanol zu der Emulsion 
bedeutet eine wertvolle Erleichterung, um dieselbe in zwei Schichten 
zu trennen. Sachs konnte zeigen, dab es geniigt, der geschiittelten 
Emulsion |). ihres Volumens Athanol hinzuzufiigen, um ein leicht 
zentrifugierbares Gemisch zu erhalten, aus dem sich sogar beim Stehen 
die Chloroformschicht sedimentiert. 


Standardisation. 

Wie oben erwahnt, wird die Standardisation an Mausen vor- 
genommen, die wahrend 16 bis 20 Stunden gefastet haben und alsdann 
19 bis 21 g wiegen. Es wird immer 0,5 cem der verschiedenen, jedesmal 
mit etwa 10°, steigenden Konzentrationen eingespritzt. Jede Kon- 
zentration wird, nach einer Vorbestimmung mit nur einzelnen Mausen, 
bei 5, manchmal auch 10 Mausen, injiziert. Die CME ist die kleinste 
Dosis, die wenigstens 80°, der eingespritzten Tiere innerhalb 5 bis 
7 Stunden eingehen JaBt. 

Verdiinnungen, 

Die fir die Klinik bestimmten Praparate werden aus der auf py 5,0 
gebrachten Stammlésung durch Verdiinnung mit einer mittels n/10 
HCl ebenfalls auf py 5,0 gebrachten Chloreton-NaCl-Lésung hergestellt, 
und zwar so, daB die fiir die Injektion bei Patienten gewiinschte Anzahl 


der CME jedesmal in 0,5 cem vorhanden ist. 


Haltbarkeit des Cobratowins. 
Kine Verdiinnung des Praparats, die pro 1,0 cem 6 CME enthielt, 
wurde im Dunkeln bei Zimmertemperatur und py 5,2 aufbewahrt. Die 
Losung hat sich bis jetzt (9 Monate) als vollig haltbar erwiesen. 


Klinische Versuche. 

Das ..Cobratoxin’S wurde im Niederlandischen Krebs-Institut, 
Antoni van Leeuwenhoekhuis’, Amsterdam, von Dr. G. A. Kreuz- 
wendedich von dem Borne in 15 fiir die Behandlung mit Cobragift 
geeigneten Carcinomfallen gepriift und hat sich dem franzésischen 
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Praparat mindestens gleichwertig gezeigt. Uber die noch nicht ab- 
veschlossenen klinischen Versuche soll an anderer Stelle berichtet 
werden. 

Zusammenfassung. 

Es wurde versucht, aus Cobragift (Naja tripudians var. sputatrix) 
ein fiir klinische Zwecke (besonders fiir die Behandlung von Krebs- 
schmerzen) verwendbares Praparat herzustellen. Durch Kombination 
verschiedener Angaben 4lterer Autoren und einiger neugefundenen 
Tatsachen ist es gelungen, eine Methode auszuarbeiten, die es erméglicht, 
das native Gift von seinen nicht gewiinschten Substanzen (Hamolysin, 
Hamorrhagin, nicht-toxischen Albuminen) zu befreien, ohne eine be- 
deutende EinbuBe an dem spezifisch wirkenden Neurotoxin zu erleiden. 
Das gereinigte, nach Dumatras ,,Cobratoxin’ genannte Praparat, ist 
mindestens 9 Monate haltbar, ist in dem Niederlandischen Krebs-Institut 
gepruft, und zeigte sich ein brauchbares Hilfsmittel bei der Behand- 
lung von fiir diese symptomatische Therapie geeigneten Krebsfallen. 

Es sei jedoch schon an dieser Stelle nachdriicklich darauf hinge- 
wiesen, dap die mit dem holldndischen und auch mit dem franzdsischen 
Prdéparat erzielten Resultate bedeutend hinter den besonders von fran- 
zisischer Seite hervorgerufenen Erwartungen zuriickgeblieben sind. 

Uber mit dem ,,Cobratoxin™ angestellten pharmakologischen Unter- 
suchungen soll spater berichtet werden. 














Uber Farbenreaktionen des Ammoniaks 
und Glykokolls mit Hypobromit und phenolischen Substanzen. 
Von 
Otto Fiirth und Franz Gétzl. 
(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Wiener Universitit.) 


(Eingegangen am 27. November 1935.) 


Vor einigen Jahren hat der eine! von uns gemeinsam mit 4. Friedrich 
und R. Scholl, eine von Engel im Jahre 1875 angegebene, sehr empfind- 
liche Farbreaktion des Glykokolls genauer untersucht, welche darin 
besteht, daB Glykokoll mit Phenol und unterchlorigsaurem Natron eine 
schéne Blaufarbung gibt. Die Reaktion erwies sich aber fiir das Glykokoll 
als keineswegs spezifisch: denn nach Zimmermann? geben auch ander 
Aminosduren, wenn auch viel schwacher, die gleiche Reaktion. Vor 
allem geben auch Ammoniaksalze die Reaktion mit groBer Intensitat und 
Schénheit. Die nahere Untersuchung dieses amorphen blauen Farb- 
stoffs, der angeséuert mit roter Farbung in Essigaéther iiberging und aus 
dieser Lésung durch Petrolather gefallt werden konnte, lie vermuten, 
daB es sich um einen indophenolartigen Farbstoff handeln kénnte, 
méglicherweise entstanden durch oxydative Veranderung halogeni- 
sierter Chinonphenolimid-Komplexe. 


Durch eine Publikation von Lapin und Hein*® (Samarkand) ist nun 
unsere Aufmerksamkeit neuerdings auf diese merkwiirdige Art von Farb- 
stoffbildung gelenkt worden. Die Autoren teilen mit, da®B Thymol bei 
Gegenwart von Ammoniumsalzen und bei gleichzeitiger Oxydation mit 
Natriumh ypobromit einen Farbstoff bildet, der sich leicht in Xylol und Ather 
lést*. Verschiedene Phenole geben diese Reaktion, aber nur dann, wenn im 
Benzolkern die Parastellung in bezug auf das Hydroxy] frei und der Wasser- 
stoff im phenolischen Hydroxyle unsubstituiert ist. Wahrscheinlich handle es 
sich um Entstehung eines Chinonimins. Versuche mit einigen Proteinen, 
Aminosaiuren, mit Harnséure, Hippursiure und Kreatinin fielen negativ 
aus. Die Reaktion wurde am besten derart angestellt, daB 5cem der zu 
priifenden Lésung eines Ammoniumsalzes mit 1 cem einer 25 °oigen alkoholi 
schen Thymollésung und 15 ecm einer Natriumhypobromitlésung (1 Volu- 
men 2 mol. NaOH -+ 2 Volumen gesittigtes Bromwasser, frisch bereitet) 
zusammengebracht wurden. Nach 1 bis 2 Minuten wurde mit 5 cem Ather 
oder 3ccm Xylol geschiittelt, wobei der neugebildete Farbstoff in die 
Losungsmittel iiberging. Als Empfindlichkeitsgrenze der Reaktion wurde 
0,01 mg NH, in 100 eem Wasser angefiihrt (oder 1: 10000000). Es wiirde 


| QO, Firth, A. Friedrich u. R. Scholl, diese Zeitschr. 240, 50, 1931. 


2 W. Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 4, 1930. 3 Lapin u. 
Hein, Zeitschr. f. analyt. Chem. 98, 237, 1934. — ‘4 Die typische Reaktion 


zwischen Ammoniak und Hypobromit vollzieht sich bekanntlich nach der 
Gleichung 2 NH, + 3 NaOBr = 3 NaBr + 3H,O + Nj. 
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lies eine weniger als n/100000 Lésung bedeuten (eine Empfindlichkeit, die 
wir allerdings mit dieser Reaktion nicht zu erreichen vermochten). 

Es sei jedoch darauf hingewiesen, da8 die Prioritaét der Thymol-Hypo- 
bromitreaktion nicht Lapin und Hein gebiihrt, vielmehr P. A. Hansen’, 
der zum Ammoniaknachweis in Bakterienkulturen ein Reagensgemisch aus 
alkalischer Thymoll6sung und Bromlauge beschrieben hatte. Bei Gegenwart 
von Ammoniak entstand Blaufirbung ; der Farbstoff ging in Ather mit tiefroter 
Farbe iiber. Die Empfindlichkeitsgrenze wurde mit 1: 1000000 angegeben. 
Auch Methylamin reagierte, wenn auch nur mit geringer Intensitét, ebenso 
Glykokoll und Alanin. 

Wir gingen nunmehr daran, festzustellen, ob der bei dem_ be- 
schriebenen Verfahren auftretende Farbstoff wesensverwandt sei mit 
jenem anderen Farbstoff, der bei Behandlung des Glykokolls oder 
Ammoniaks mit Natriumhypochlorit und Phenol auftritt und ob sich die 
Vermutung, daB es sich um von Chinonphenolimiden sich ableitende, den 
Indophenolen verwandte Substanzen handle, auch weiterhin aufrecht- 
erhalten lasse?. 

I. Vorversuche nach Lapin und Hein. 

Es wurden nun zunachst einige Vorversuche nach der oben angefiihrten 
Vorschrift angestellt. In Ather ging der Farbstoff rasch mit rein tiefblauer 
Farbung iiber. Ein UberschuB von NaO Br machte ihn violettstichig. Beim 
Schiitteln der blauen Atherlésung mit Wasser erfolgte offenbar infolge 
Alkalientziehung ein sehr charakteristischer Farbenumschlag in Karminrot. 
Auf Zusatz von Schwefelséure: rosenrote Farbung. In NXylol ging der 
Farbstoff direkt mit roter Farbe iiber. Wurde dann mit ein wenig Natron- 
lauge geschiittelt, so erschien die Wasserschicht schén blau, die Xylolschicht 
schén rot. Auch Chloroform, Benzol, Petroldther und Essigdther extrahierten 
mit roter Farbe. 

Beim Schiitteln einer blaugriinen Lésung mit Luft erfolgte Umschlag in 
Rotviolett bis Rot, trotzdem die Probe noch nach Ammoniak roch. Auch 
beim Erwarmen der blaugriinen Lésung im Wasserbade erfolgte Rotfarbung, 
wobei der Farbstoff in Tropfen an der Oberfliche schwamm. Eine blaugriine 
Probe, mit Wasserstoffsuperoxyd versetzt, erschien rotviolett, und nach 
kurzem Erwiirmen strohgelb bzw. farblos. 

Eine gréBere Atherfraktion im Vakuum eingedampft, hinterlieS einen 
karminroten, in <Alkohol mit schéner Farbe léslichen Riickstand. Die 
Lésung triibte sich beim Verdiinnen, wobei sich der Farbstoff in roten 
Tropfen an der Oberfliche abschied. Die rote alkoholische Lésung erwies 
sich weder durch Kup/eracetat, noch durch Quecksilberacetat, noch durch 
Sublimat fallbar; auf Ammoniakzusatz wurde die Lésung blaugriin; beim 
Eindampfen auf dem Wasserbad hinterlieB sie wiederum einen karminroten 
Riickstand. 


1 R. A. Hansen, Centralbl. f. Bakt. I. Abt., 115, 388, 1930; Chem. 
Centralbl. 1980, I, 2931. 2 Da (l.c. 8.52) Ammonsulfat unsere Hypo- 
chloritreaktion in einer Verdiinnung von 0,004°% (d.h. 4 mg in 100 cem) 
eben noch mit schwach griiner Farbung gegeben hatte, wahrend die 
Thymol-Hypobromitreaktion angeblich noch mit 1/;9, mg in 100 eem positiv 
sein soll, wiirde dies soviel bedeuten, daB die letztere Reaktion etwa 400mal 
empfindlicher sei als die erstgenannte. 
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II. Analysenpriparat aus Ammoniumehlorid, Thymol und Hypobromit. 


1 g Ammoniumehlorid wurde in 20 cem Wasser gelést, mit 40 cem 
25°, iger alkoholischer Thymollésung versetzt. Sodann wurde Brom bis 
zur beginnenden Rotfaérbung und Natronlauge bis zum Verschwinden 
derselben zugesetzt. Der gebildete Farbstoff wurde durch wiederholtes 
Ausschiitteln mit Essigéther extrahiert und die abgetrennte Farbstoff 
losung durch Schiitteln mit Wasser hypobromitfrei gewaschen (Priifung 
mit KJ + HCl und Starkekleister). Sodann wurde die Farbstoff- 
lésung durch Wasserdampfdestillation von Thymol befreit (Priifung 
mit Millons Reagens), wobei sich der Farbstoff in Tropfen abschied 
Er wurde in Essigéther aufgenommen und nach Abdampfen des 
letzteren bei 100° getrocknet. Die Ausbeute aus so verarbeiteten 4 
Ammoniumchlorid betrug nur etwa 20 mg. 


Die Analyse (Dr. Watzlawek) ergab in °/,: 





Mittel 
Rs ghee om , 64,12 64,34 64,23 C 64,87 
* ee eee 6,33 6,38 6,35 Ro, 641 
er oe 0.88 aes 0.88 Fiir die asche- und N - 0,90 
Br* . . . . || 17,12 16,95 17,03 Se See | a 17,29 
a 058 0.47 0°52 wurde errechnet : | 0 10.62 
Asche ... 0,29 0,24 0,26 100.00 
Os ta" 10,73 

100,00 


* Die Brombestimmungen wurden nach der Mikromethode von Leipert und Watzlawek aus 
gefiihrt. Das Chlor wurde aus der Gesamthalogenbestimmung nach Carius und dem Bromwert 
sinngem 4&6 errechnet. 


Daraus ergibt sich die molekulare Relation: 


Us 40 He 41 No 064 Bro 9) 00 66. 


III. Reaktionen des Glykokolls und anderer Aminosiuren mit Thymol oder 
Phenol und Hypobromit. 


Fiir Ammonsulfat ergab sich die Empfindlichkeitsgrenze der Thymol- 
Hypobromitreaktion bei 0,00028° N, d.i. eine n/5000 Lésung. 

Auch das Glykokoll gibt eine Thymol-Hypobromitreaktion mit griin- 
blauer Farbe; die Empfindlichkeit derselben ist aber ganz unvergleichlich 
geringer. Die Empfindlichkeitsgrenze wurde bei etwa n/40 gefunden, also 
etwa 100mal niedriger. 

Etwas empfindlicher erwies sich die Reaktion, wenn das Thymol durch 
Phenol ersetzt wurde: Hier wurde die Grenze bei n/108 (Hypobromit) und 
n/150 (Hypochlorit) ermittelt. Auch mit anderen Améinosduren (Alanin, 
Serin, Cystin, Asparaginsiiure, Valin, Leucin, Tyrosin) wurden analoge 
Farbenreaktionen erhalten. Die Empfindlichkeitsgrenzen lagen je nach 
Umstinden bei n/40 bis n/150. Asparagin reagierte (offenbar infolge des 
darin enthaltenen locker gebundenen Stickstoffs) etwas empfindlicher bis 
zu einer Grenze n/320. Harnstoff, Harnsdure und Kreatinin reagierten 
gar nicht. 
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Aus 2g Glykokoll wurde durch Einwirkung von 60 cem 5°,igen 
Phenols und 90 cem Hypobromitlésung (aus einem Teile 2 n NaOH und 
zwei Teilen gesattigten Bromwassers bereitet) ein blauer Farbstoff 
hergestellt, nach Anséuern mit Essigither extrahiert, die Lésung mit 
Wasser phenol- und hypobromitfrei gewaschen, iiber NaS O, getrocknet 
und eingedampft. 


Die Analyse ergab in °%: 





Mittel 

61.75 61.88 61,78 
6,59 6.44 6.51 
53 1,20 1,21 
S111 21,09 21,10 
9,40 

109,00 


Die sich daraus ergebende molekulare Relation 


He 51 No.og7 Br 


( 5,15 °"6,5 7 0,26 Uo 59 


steht der molekularen Relation des (II) aus Ammoniumchlorid, Thymol 
und Hypobromit gewonnenen Farbstoffs recht nahe. 


IV. Farbstoffe aus Ammonsalzen, Phenol und Hypobromit. 

In ganz analoger Weise wie mit Thymol und Hypobromit, reagieren 
Ammonsalze auch mit Phenol und Hypobromit. Doch ist die Empfind- 
lichkeit letztgenannter Reaktion merklich geringer (Grenze fiir Ammon- 
chlorid und Ammonsulfat bei n/1400). 


Bei ahnlichem Vorgange wie bei III. wurde ein éliges Produkt er- 
halten, das mit Natronlauge eine schéne kornblumenblaue, mit Saure eine 
rote Lésung gab, kein freies Phenol enthielt und sich aus alkoholischer 
Lésung weder mit metallischen noch mit Basenfallungsmitteln fallbar 
erwies. 

Eine gréBere Portion dieses karminroten Oles, das aus 10 g Ammon- 
sulfat gewonnen, in Chloroform gelést und schlieBlich bei 100° getrocknet 
worden war, wurde der fraktionierten Destillation unterworfen. Als 


1. Fraktion ging bei 107 bis 126° reichlich ein goldgelbes 01 von aromatisch- 


thymolartigem Geruche, welches chromogene Eigenschaften aufwies: 
Eine Probe desselben mit verdiinnter Bromlauge emulgiert, nahm auf 
Ammoniakzusatz eine blaugriine, bei nachfolgendem Ansaéuern eine 
rosenrote Farbung an. — Als 2. Fraktion ging bei 140 bis 160° ein rotes Ol 
iiber, das mit Alkali eine schéne blaue, beim Ansduern in rot um- 
schlagende Farbung gab. Als 3. Fraktion (Riickstand) blieb ein spréder 
rotbrauner Firnis, der in gleicher Weise einen schénen Farbenumschlag 
(alkalisch blau sauer rot) gab. 
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Die von Herrn Dr. Watzlawek ausgefiihrten Analysen! dieser dre: 
Fraktionen ergaben in %: 





I. Fraktion II. Fraktion Ill. Fraktion 

Mittel Mittel 

C .. . | 64,07'63,92 64,00 64,98 69.61 60,68 60,65 
mow 7,50 7,45 7,47 5,93 6,21 6,29 6,25 
Pers Sai 0,90 0,94 0,92 1,70 1,36 1,29 1,33 
Br. . . 117,35)17,17 17,26 15,30 22.39 22.40 22.40 
as. es 10,35 12,09 9.37 
100,00 109,09 100,00 

Molekulare Relation : Molekulare Relation: Molekulare Relation: 
C533 Ho a7 Nojo6s Broo C541 H5.93 No.2 Broo C5 05 H¢ 95 No.o95 Bro,os 
00 65 00.75 Oo 58 


V. Farbstoff aus Glykokell, Phenol und Hypochlorit. 


Des Vergleichs wegen wurde auch schlieBlich noch ein Farbstoff aus 
Glykokoll, Phenol und Hypochlorit in analoger Weise hergestellt: 2 g 
Glykokoll wurden mit 66 cem einer 5% igen Phenollésung und 90 cem einer 
1,5 ° igen Hypochloritlésung (nach der Vorschrift Raschigs aus Natrium- 
earbonat und Chlorkalk bereitet) angesetzt. Es trat eine sehr intensive 
Blaufarbung auf, welche beim Ansiuern mit Salzsiure in Rot umschlug. 
Die rote Fliissigkeit wurde mit Essigither extrahiert und die rote essig- 
atherische Lésung durch Schiitteln mit Wasser chlorfrei und phenolfrei 
(Priifung mit der Millonschen Reaktion) gewaschen. Die essigitherische 
Farbstofflésung wurde sodann mit wasserfreiem Natriumsulfat gewaschen, 
eingedampft und der Riickstand bei 100° getrocknet. Es wurde so ein 
braunrotes Pulver in einer Ausbeute von 0,038 g erhalten. Eine Probe 
desselben léste sich in Essigaither mit schén roter Farbe, die auf Ammoniak- 
zusatz in ein reines Blau umschlug. 


Die von Dr. Watzlawek ausgefiihrte Analyse ergab in %: 





Mittel 
ee eee 61,76 61,89 61,83 
Bes 5 ne og 5.30 5,45 5.38 
- See 1,43 1,30 1,37 
Oe Se ts 12,37 12,51 12,44 
Weed & ) ein 18,98 

109,00 


Es ergibt sich die molekulare Relation: 
Cs 15 Hs 38 No 091 Clo 34 O1 18, 

wobei auf je ein N-Atom rechnerisch 53 Kohlenstoffatome entfallen. 
Die Verwandtschaft dieses Produktes mit den durch Einwirkung von 
Natriumhypobromit auf Glykokoll oder Ammoniak bei Anwesenheit 


1 Dabei wurden die Stickstoffbestimmungen nach Kjeldahl nach 
vorangegangener Reduktion mit Jodwasserstoffsaure im Bombenrohre nach 
A. Friedrich ausgefiihrt. 
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von Phenolen zutage tretenden Substanzen ist unverkennbar, wenn- 
vleich sich die letzteren relativ armer an Halogen und Sauerstoff er- 
wiesen. 


Wir wollen jetzt die molekularen Relationen der von uns analysierten 
Produkte letzterer Art in % iibersichtlich zusammenstellen: 





Bro 19 Oo 75 
Br O 


0,28 “0,58 


I C540 He 41 No.o64 Bro 9 Vo 66 IVb C541 Hs 93 No 190 
Hl = C54, H Y Brox, O59 | We | | He 05, No.095 


IVa C535) Hoge? 


A 


6.51) **0,087 5.05 


7. 


0,066 Bro 9) Oo 65 


Wir sehen vor allem, daf} der Stickstoff, der in unverkennbarer 
Weise im Zentrum der ganzen Aggregate steht, trotzdem er den Farb- 
stoffcharakter dieser Produkte bedingt, numerisch stark in den Hinter- 
grund tritt. Auf je ein Stickstoffatom entfallen in den analysierten 
Produkten 45 bis 84 Kohlenstoffatome, 45 bis 113 Wasserstoffatome, 
6 bis 10 Sauerstoffatome und 1, bis 3 (in der Regel 3) Bromatome. Es 
handelt sich um Gemenge unbestdindiger hochmolekularer Substanzen, in 
denen sich vermutlich um ein oxydativ verdndertes halogenisiertes Chinon- 
phenolimid eine gr6Bere Zahl anderer cyklischer (phenolischer) Komplexe 
gruppieren diirfte. Jede weitere Vermutung tiber Natur und Gruppierung 
derselben miBte heute voreilig und miibig erscheinen. Es handelt sich 
um im Vakuum fliichtige, bei alkalischer Reaktion wasserlésliche, korn- 
blumenblau gefairbte Produkte, die angeséuert mit rosenroter Farbung 
in Essigaither, Ather, Chloroform oder Xylol iibergehen. Charakte- 
ristischerweise ist die Ammoniakbindung an den Farbstoffen eine derart 
lockere, daB die Blaufarbung bereits beim Schiitteln einer atherischen 
Lésung mit Wasser, sowie auch beim Eindampfen in rot umschlagt. Sie 
erinnern in ihrem Verhalten an die von A. Hirsch! im Laboratorium 
Fittigs, sowie von R. Méhlau? beschriebenen indophenolartigen Sub- 
stanzen, welche durch Einwirkung von Chinonimiden auf gewisse Phenole 
in alkalischer Lésung entstehen. 


Wir sind dem Demonstrator des Instituts, Herrn Dr. Otto Watzlawek, 
fiir die zahlreichen, von ihm mit ebensoviel Sorgfalt wie Geschicklichkeit 
ausgefiihtten Mikroanalysen zu groBem Dank verpflichtet. 


1 4. Hirsch, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 18, 1903, 1880. — *? R. Méhlau, 
ebenda 16, 2843, 1883. 











Stickstofffreie, 
aliphatische Verbindungen als organische Nihrstoffe bei Algen. 
Von 
Herbert Meyer. 

(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Deutschen Universitit 
in Prag.) 

(Eingegangen am 28, November 1935.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


I. Kinleitung. 

Die Tatsache, daB nicht nur Bakterien und Pilze organische Stoffe 
zu verwerten vermégen, sondern das eine Reihe von Algen auBer ihre: 
autotrophen Ernahrung durch CO,-Assimilation auch die Fahigkeit hat. 
organische Stoffe zu verarbeiten (Mixotrophie), ja sogar bei Unter 
driickung der Kohlenséureassimilation allein von organischen Stoffen 
zu leben vermag (Heterotrophie), ist seit langem bekannt (Beijerinck'. 
Artari? wu. a.). 


Fast alle bisherigen Untersuchungen bezogen sich aber nur aut 
Kohlenhydrate und héhere Alkohole, mit Ausnahme einer alteren Arbeit 
von T'reboux® iiber die Verwertbarkeit organischer Sauren bei ver- 
schiedenen Algen. Infolge der Unsicherheit der damaligen Reinkulturen 
wurden jedoch seine Ergebnisse vielfach angezweifelt und die Ver 
wertbarkeit der Fettsduren geriet ganz in Vergessenheit, bis Pringsheim 
durch Untersuchungen an farblosen Flagellaten die Aufmerksamkeit 
auf die Tatsache richtete, da Fettséuren eine den Zuckern gleich- 
wertige Rolle als organische Kohlenstoffquelle bei der Ernahrung 
spielen kénnen. Lwoff® hat dann gezeigt, daB die besondere Eignung 
der Fettsduren als Nahrstoffe weiter verbreitet ist. Uber andere stick 
stofffreie, organische Verbindungen liegen bisher keine einwandfreien 


i 


Untersuchungen an Algen vor. Da®B diese aber ebenso wie Bakterien 
und Pilze sehr geeignete Objekte fiir stoffwechselphysiologische und 
biochemische Untersuchungen darstellen, ist eine Einsicht, die heute 
immer mehr Zustimmung findet (vgl. Warburg ®, Pringsheim*, Roach ‘ 
u. a.). 


' W.M. Beijerinck, Bot. Ztg. 49, 1890. — * A. Artari, Ber. d. Deutsch 
bot. Ges. 20, 172, 1902. 3 0, Treboux, ebenda 23, 432, 1905. 4 E.G 
Pringsheim, Beitr. allg. Bot. 2, 1921. —- > A. Lwoff, Rech. biochem. s. la 
nutr. des Protoz. Paris 1932. 6 O. Warburg, Arbeiten aus dem Kaise! 
Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin 1928. 7 M.B. Roach-Bristol, Ann 


of bot. 40, 1491, 1926. 
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In den vorliegenden Untersuchungen sollen nun an einer Alge 
biochemische Probleme angegangen werden, wobei besonders einige 
Gesichtspunkte der modernen Biologie beriicksichtigt werden sollen. 
Als Fragestellung wurde die Verwertbarkeit stickstofffreier, aliphatischer 
Verbindungen als organische Nédhrstoffe gewahlt. 


Als Untersuchungsobjekt diente Chlorella luteoviridis var. lutescens 
Chodat. Diese Alge empfiehlt sich aus folgenden Griinden fiir derartige 
Untersuchungen: 

1. Chlorellen sind ganz allgemein fiir physiologische Untersuchungen 
geeignet, weil sie als kugelf6rmige Einzeller, die nie Gallerte ausbilden und 
nicht in Form von Kolonien zusammenhaften, ein gleichmaBiges Kultur- 
material bilden, das auch fiir die Bestimmung der Algenmenge sehr brauch- 
bar ist. Auch sind sie innerhalb eines weiten Bereichs der Konzentration 
und Reaktion der Nahrlédsung vermehrungsfahig. 

2. Chlorellen wurden daher auch bisher zu den meisten physiologischen 
Untersuchungen an Algen verwendet (Warburq', Hopkins*, Emerson®, 
Urhan* u.a.). 

3. Durch die Untersuchungen von Kufferath® waren bereits gewisse 
Vorarbeiten iiber die Physiologie der untersuchten Alge geleistet, welche 
den Erfolg der Arbeit wahrscheinlich machten. 

4. Die verwendete Alge lag in einer absoluten Reinkultur in der Algen- 
sammlung des pflanzenphysiologischen Instituts der deutschen Universitat 
(Prof. Pringsheim) vor. Die Verwendung von Reinkulturen bei physiologi- 
schen Untersuchungen im allgemeinen, besonders aber bei solchen mit 
organischen Nahrstoffen, versteht sich von selbst. 

5. Unsere Art ist durch die Untersuchungen von Chodat®, Kufferath° 
und Meyer* genau bekannt und durch bestimmte Eigenschaften von allen 
anderen Chlorellen unterschieden, so daB weitere Untersuchungen an dem- 
selben Objekt leicht méglich sind. 

6. Die untersuchte Alge hat sich bei Voruntersuchungen als besonders 
zu Heterotrophie und Mixotrophie neigend erwiesen. 

Bei meinen Untersuchungen wurden etwa 90 verschiedene Stoffe 
auf ihre Verwertbarkeit bzw. Schadlichkeit oder Indifferenz gepriift. 
Dabei lieBen sich deutliche GesetzmaBigkeiten feststellen, welche mit 
den bisherigen Erfahrungen der Garungschemie auffallend iiberein- 
stimmen und gewisse Schliisse iiber Zusammenhang von Konstitution 
und Verwertbarkeit ziehen lassen. 


If. Versuche iiber die autotrophe Lebensweise von Chlorella luteoviridis. 


Bei jeder biologischen und biochemischen Untersuchung ist der 
Erfolg der Arbeit weitgehend davon abhangig, in welchem physiologi- 


! O. Warburg, Arbeiten aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, 


Berlin 1928. — ? BE. F. Hopkins, Bot. Gaz. $1, 353; 83, 194; 84, 407, 
1926/27. 3 R. Emerson, J. gen. Physiol. 12, 609, 623, 1929. 40. Urhan, 
Jahrb. f. wiss. Bot. 75, 1, 1931. - 5 H. Kufferath, Rec. Inst. bot. Léo 
Errera 9, Bruxelles 1913. 6 R, Chodat, Monographie d’algues, Bern 1913. 


7 H. Meyer, Beih. bot. Centralbl. 49, 496, 1932. 
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schen Zustande sich das untersuchte Objekt wahrend des Versuchs 
befindet. Um zu biologisch einwandfreien Ergebnissen zu gelangen, 
miissen wir daher die Versuchsbedingungen méglichst giinstig fiir das 
zu untersuchende Objekt gestalten. Dies setzt natiirlich eine weit- 
gehende Kenntnis der physiologischen Bediirfnisse des Objekts voraus. 
Es ist daher notwendig, vor jeder biochemischen Untersuchung die 
physiologischen Eigenschaften des Objekts, soweit diese nicht bekannt 
sind, zu erforschen, um die Versuchsanordnung spater danach ein- 
zurichten. 

Bei meinen Untersuchungen wurde deshalb zunachst die auto- 
trophe Lebensweise von Chlorella luteoviridis untersucht. 

Die wichtigsten Ergebnisse waren dabei die folgenden: 

1. Die notwendigen anorganischen Nahrelemente sind: Kalium, 
Magnesium, Eisen, Calcium, Stickstoff, Phosphor und Schwefel. Da- 
gegen ist eine Zugabe von Bor, Natrium, Mangan, Aluminium, Nickel, 
Kobalt, Kupfer, Titan, Zink, Lithium, Zinn, Jod und Brom in Spuren 
ohne EinfluB auf das Wachstum der Alge. Chlor wird zwar in den 
meisten Nahrlésungen geboten, ist jedoch nicht notwendig. 

2. Die Zugabe der einzelnen Elemente geschieht zweckmibiger- 
weise in folgender Kombination: Kaliumphosphat oder Nitrat, Magne- 
siumsulfat oder Chlorid, Eisensulfat oder Chlorid. Der Stickstoff kann 
in Form eines Ammoniumsalzes oder Nitrats geboten werden. Calcium- 
chlorid oder Nitrat. (Dieses ist jedoch nur bei Verwendung nicht alkali- 
abgebendem Glas notwendig.) Phosphor mu8 in Form eines Phosphats 
vorliegen. 

3. Als optimale Konzentrationen der Salze wurden folgende fest- 
gestellt: Magnesiumsulfat 0,001 bis 0,01 °, Calciumchlorid oder Nitrat 
0,001 bis 0,01°%, sekundares Kaliumphosphat 0,001 bis 0,5°%, Eisen- 
chlorid oder Sulfat 0,0001 bis 0,001 °%, sekundéres Ammoniumphosphat 
oder Sulfat 0,01 bis 0,1 %. 

4. Eine besondere Rolle fiir das Gedeihen der Alge spielt die 
H-Ionenkonzentration, deren Optimum von der Zusammensetzung der 
Nahrlésung abhangig ist. Fir die verwendete Nahrlésung war ein 
pu-Bereich von 6,0 bis 7,3 geeignet, das Optimum liegt bei px 6,8. 


5. Eine Phosphatpufferlésung nach Sdérensen! wird in der Kon- 
zentration von !/,,mol. gut vertragen. Dieser Umstand war fiir die 
folgenden Untersuchungen von besonderem Vorteil, da einerseits eine 
Konstanthaltung der H-Ionenkonzentration ohne Schadigung der Alge 
in der Nahrlésung notwendig war, andererseits bei Verbrauch mancher 
Stoffe (Ammoniumsalze, Nitrate, besonders aber bei organischen 


1 S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 131, 1909; 22, 352, 1909; Ergebn. 
d. Phys. 12, 393, 1912. 
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Sauren) eine py-Verschiebung ohne Pufferung eintreten wiirde, die sich, 
wie Vorversuche ergaben, schadlich fiir die Alge und die Ubersichtlich- 
keit der Versuchsergebnisse stérend auswirken wiirde. 

6. Die Anforderungen an Licht, Temperatur und Kohlendioxyd- 
spannung sind wie bei vielen anderen Grinalgen. 

Auf Grund der Erfahrungen aus den vorhergehenden Versuchen 
wurde bei allen folgenden Versuchen nachstehende Grundndahrlisung 
verwendet : 

I. Mineralsalzmischung: MgSO,.7H,O . . . . 0,001% 

CaCl, . ./% ee ao =e 
Fe,Cl,. I2H,0. . . . . 0,0001% 
(Reba eer Oe a. « « - OES 
Il. Puffermischung: PMO ie wets . 0,315% | nach 
Na,HPO,. ..... . 0,3837% | Sérensen? 
Dazu kam bei den Versuchen mit organischen Substanzen: 
Ly. Orpanieoho Substamz: ... 2. 2. 1 ee tt we OSG 

Jede dieser drei Lésungen wurde gesondert in Jenaer Glas Nr. 20 
hergestellt und sterilisiert, und zwar alle anorganischen Substanzen und 
nichtfliichtigen organischen Stoffe im Autoklaven bei 120°, die fliichtigen 
organischen Stoffe aus einer durch ihre Giftigkeit sterilen, hohen Kon- 
zentration in sterilem Wasser verdiinnt. Nach der Sterilisation wurden die 
drei Lésungen so vermischt und steril in Proberéhrchen aus Jenaer Glas 
Nr. 20 iibertragen, daB diese je 10 cem Nanhrlésung enthielten. Dazu kam 
noch je ein Tropfen Aufschwemmung von Chlorella luteoviridis in an- 
organischer Nahrlésung. Die verwendete Alge stammte jeweils von einer 
8 Tage alten Kultur, welche auf Nahrsalzagar (nach obigem Rezept) ge- 
wachsen war. 


Il]. Vorversuche iiber die hetero- und mixotrophe Lebensweise von 
Chlorella luteoviridis. 

Wie eingangs erwahnt, lagen iiber das untersuchte Objekt schon 
einige Erfahrungen friiherer Untersucher (Chodat*, Aufferath®) vor, 
welche seine Fahigkeit zur heterotrophen Ernahrung bewiesen hatten. 
Diese wurden durch neuere Untersuchungen tiberpriift und bestatigt, 
wobei gleichzeitig die Methodik fiir die weiteren Untersuchungen aus- 


gearbeitet wurden. AuBerdem wurde eine Reihe morphologischer 
Beobachtungen gemacht, welche fiir die Physiologie und Biochemie 
insofern von Bedeutung sind, als sie gewisse Anhaltspunkte iiber die 
Wirkung der gebotenen Nahrstoffe geben. Die wichtigsten Ergebnisse 
waren folgende: 


1. Chlorellen sind sehr gut befahigt, organische Stoffe (Zucker, 
Acetat) als einzige Kohlenstoffquelle zu verwerten (Heterotrophie). 


1S. P.L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 131, 1909; 22, 352, 1909: Er- 


gebn. d. Phys. iv’, 393, 1912. 2 R. Chodat, Monographie d’algues, Bern 1913. 
- § H. Kufferath, Rec. Inst. bot. Léo Errera 9, Bruxelles 1913. 


24+ 
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Dabei ist es gleichgiiltig, ob die Versuche in Dunkelkulturen oder in 
CO,-freien Raume ausgefiihrt werden. 

2. Durch geeignete Stoffe wird bei CO,-Assimilation im Lichte 
die Wachstums- und Vermehrungsintensitét der Alge bedeutend ge 
steigert, und die organischen Stoffe werden quantitativ verbraucht 
(Mixotrophie). 

3. Das Chlorophyll wird bei geeigneter Ernaihrung (z. B. mit 
Galaktose) auch im Dunkeln gebildet; farblose Kulturen kénnen sogai 
bei geeigneter Ernéhrung im Dunkeln ergriinen. 

4. Durch eine Reihe von organischen Stoffen (Glucose, Fructose 
Acetat) wird dagegen die Chlorophyllbildung auch im Lichte unter- 
bunden, so daB nach entsprechender Zeit die Zellen vollkommen farblos 
erscheinen und auch bei geeigneter Versuchsanordnung durch Genera- 
tionen hindurch farblos weitergezogen werden kénnen (,,Zuckerchlorose“ 
Meyer’). Nach Verbrauch der betreffenden organischen Nahrstoffe 
wird das Chlorophyll wieder gebildet. 

5. Diese durch gewisse Nahrstoffe hervorgerufene Chlorose hat 
jedoch mit der Verwertbarkeit der betreffenden Stoffe nichts Ursach- 
liches gemeinsam, da sie durch eine Reihe von organischen Nahrstoffen 
derselben Verwertbarkeit nicht hervorgerufen wird (Galaktose, Mannit). 
Eine teleologische Deutung ist daher unangebracht. 

6. Alle verwertbaren Stoffe werden im Dunkeln ebenso wie im 
Licht als Stirke (Violettfirbung mit Jodjodkalium) oder ahnliche 
Kohlenhydrate (Rotbraunfarbung mit Jodjodkalium) voriibergehend 
gespeichert. Nach Verbrauch der gebotenen organischen Kohlenstoff 
quelle werden die gespeicherten Reservestoffe auch wieder vollstandig 
verbraucht. Eventuelle , Olbildung in den Zellen der alteren Kulturen 
hat mit der organischen Ernéhrung nichts zu tun und ist eine bei allen 
Algen auftretende Degenerationserscheinung (Czurda*). 

7. Zucker sind in Konzentrationen bis zu 2° noch gut verwertbai 
und werden nach entsprechender Zeit vollstandig verbraucht (Nachweis 
mit Fehlingscher Lésung). 

8. Acetat wird bei dem angewandten Puffersystem bis zu 0,4°, 
verbraucht. Die Menge des Algenertrages ist proportional der ge- 
botenen Acetatmenge. 

9. Die angewandte Konzentration der Puffermischung reicht in 
ihrer Pufferwirkung bis zu 0,4°% Acetat aus, ist jedoch nur bis 0,2° 
der organischen Kohlenstoffquelle mit Sicherheit verbiirgt. Daher 
wurde bei allen Hauptversuchen die organische Substanz in eine: 


1 H. Meyer, Beih. bot. Centralbl. 49, 496, 1932. — 2 V. Czurda, ebenda 
I, im Druck 1936. 
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or im Konzentration von 0,2°%, geboten. Eine Steigerung der Konzentration 
der Pufferlésuag tiber '/,, mol. ist fiir den untersuchten Organismus 





ichte ungiinstig. 
1 ge : 3 . . 
saialet IV. Bestimmung der Verwertbarkeit organischer Stoffe. 
Zur Messung der Verwertbarkeit organischer Stoffe gibt es zwei 
mit verschiedene Methoden : entweder man miBt die Abnahme der zu priifenden 
sogal Stoffe in der verwendeten Nahrlésung, oder man bestimmt die Menge 
des Algenertrags. 
i Die erste Methode hat vom chemischen Standpunkt groBe Vorteile, 
ital, ist aber nur bei gréBeren Mengen des Versuchsmaterials exakt durch- 
sd fiihrbar. Fiir meine Versuche kam sie daher bei der angewandten ge- 
ii ringen Menge der Ausgangssubstanz und dem Mangel an exakten 
ita mikrochemischen Bestimmungsmethoden fiir viele der verwendeten 
toffe | Stoffe nicht in Betracht. 
Es wurde daher durchwegs die zweite Methode angewandt. 
Die untersuchten Stoffe wurden sowohl auf ihre Eignung als einzige 
hat Kohlenstoffquelle bei reiner Heterotrophie in Dunkelkulturen, als auch 
sich. auf ihre Fahigkeit. die Vermehrungsintensitaét der Alge bei mixotropher 
offen Ernahrung im Lichte zu steigern, gepriift. Als Kontrolle wurden in 
mnt). beiden Fallen Kulturen in anorganischer Nahrlésung derselben Zu- 
sammensetzung verwendet. Gleichzeitig dienten die Licht- und Dunkel- 
e im kulturen als gegenseitige Kontrolle. Im allgemeinen konnte eine sehr 
liche gute Ubereinstimmung beider Kulturen festgestellt werden. Wo das 
hend Wachstum nur in den Lichtkulturen geférdert wurde, ist dies wohl 
‘toff auf eine andere als Nahrstoffwirkung des betreffenden Stoffes zuriick- 
indig zufiihren, die Dunkelkulturen dagegen geben ein direktes MaB fiir die 
uren Verwertbarkeit des Stoffes. Um einen eventuellen EinfluB des Lichtes 
allen als formativen Faktors zu bestimmen, wurden in Vorversuchen Dunkel- 
kultur und Kultur im CO,-freien Raume verglichen. Da sie sich als 
‘thar gleichlaufend erwiesen, wurden die weiteren Versuche nur an Dunkel- 
weis kulturen ausgefiihrt. 
Die quantitative Bestimmung des Algenertrages kann auf folgende 
4.) Weise durchgefiihrt werden: 
ge- 1. Durch Schatzung der relativen Ertragsmenge mit freiem Auge. 
2. Durch volumetrische Messung der Ertragsmenge in kalibrierten 
“ee Zentrifugenglaschen. 
20 3. Durch mikroskopische Zahlung der Zellen mit der Blutzahlkammer. 
te 4. Bestimmung des Trockengewichts der abzentrifugierten Algen- 
ili menge. 
Alle diese Methoden sind recht brauchbar. Ihre Ergebnisse sind 
iii jedoch nicht ohne weiteres vergleichbar, da mit ihrer Hilfe verschiedene 


GréBen gemessen werden. 
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Mit Methode 1 und 2 wird die Volumvermehrung der Zellmasse 
gemessen. 

Mit Methode 3 die Tetlungsintensitat der Zellen. Es kann aus ih 
aber durch Multiplikation der Zellzahl mit ihrem durchschnittlichen 
Volumen die Gesamtzellmasse leicht errechnet werden (vgl. Roach 
Bristol'). Diese Methoden geben uns also Werte fiir die Zellvermehruny 

Mit Methode 4 dagegen wird die T'rockengewichtszunahme gemessen 
Sie ware eventuell durch eine Bestimmung des Aschengewichts und 
Berechnung der Zunahme an organischer Substanz zu erginzen. Diese 
Methode ware natiirlich die exakteste und gabe einen absoluten Wert 
fiir die Eignung eines Stoffes. Sie kann aber nur bei gréBeren Ertrags- 
mengen geniigend genau durchgefiihrt werden. Diese zu erlangen, ist 
jedoch bei Algenkulturen heute noch mit bedeutenden Schwierigkeiten 
verbunden. Da vergleichende Versuche iiber die Brauchbarkeit de: 
verschiedenen Methoden gezeigt haben, daB sie bei den vorliegenden 
Untersuchungen zu grundsatzlich gleichen Ergebnissen fiihren und es 
uns nur auf relative Werte ankam, wurde in den Hauptversuchen die 
Methode 1 und 2 angewandt, welche infolge ihrer schnellen Handhabung 
die einfachsten und bei Reihenversuchen die einzigen rasch durchfiihr- 
baren sind. Bei den Bestimmungen wurde so vorgegangen, da wahrend 
des Wachstums der Kultur in bestimmten Zeitabstanden Schatzungen 
der Ertragsmenge vorgenommen wurden und am Schlusse des Versuchs 
die Ertragsmenge in kalibrierten Zentrifugenglaschen volumetrisch 
bestimmt wurde. Auch hier zeigte sich gute Ubereinstimmung in der 
Reihenfolge der Ergebnisse beider Bestimmungsarten. 


V. Fehlerquellen bei Untersuchungen mit organischen Stoffen. 


Die Methodik biochemischer Arbeiten an Algen ist noch nicht seh 
ausgearbeitet. Es ist daher notwendig, hier auf einige Fehlerquellen 
aufmerksam zu machen, die bei geniigender Vorsicht leicht vermieden 
werden kénnen. 

1. Die meisten Autoren, die bisher ttber die Verwertbarkeit ver- 
schiedener Stoffe durch Algen gearbeitet haben, wandten die Zahlungs- 
methode zur Bestimmung des Algenertrages an und glaubten durch 
moglichst genaue und sorgfaltige Zahlungen auch wirklich exakte 
Resultate zu erzielen. Dabei wurden auch ganz geringe Vermehrungs- 
intensitaéten als positive Ergebnisse gewertet. Es wurde dabei aber 
manchmal iibersehen, daB sich viele Algen, besonders aber die tiberaus 
anspruchslosen Protoccalen, auch ohne Zufuhr von organischen Stoffen 
im Dunkeln eine Zeitlang vermehren kénnen. Es geschieht dies wohl 
auf Kosten vorhandener Reservestoffe. Auch in meinen Kulturen ohne 


1 M.B. RoachBristol, Ann. of. bot. 40, 1491, 1926. 
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organische Nahrstoffe fand im Dunkeln eine gewisse Vermehrung statt 
(siehe Abbildungen). Daraus geht die Bedeutung der Kontrollkulturen 
hervor. Um diesen Fehler auszuschalten, habe ich in den beiliegenden 
Tabellen, indem ich mich auf relative Zahlen beschrankte, die Kontroll- 
kulturen als Vergleichsbasis festgesetzt und das Wachtsum aller anderen 
Kulturen auf diese Basis berechnet. Nur deutlich stdrkeres Wachstum 
als in der Kontrollkultur wurde als Forderung gewertet, schwicheres dagegen 
als Hemmung. 

2. Wie friiher erwahnt, hangt der Erfolg eines biologischen Versuchs 
vom physiologischen Zustande des Untersuchungsobjekts ab. MaB- 
gebend ist aber nicht nur der Zustand wahrend des Versuchs, sondern 
eine besondere Rolle spielt auch die Vorbehandlung des Objekts. Da 
nach den bisherigen Erfahrungen (Czuwrda!) Algen bei langandauernder 
Kultur in einem Medium durch Veranderungen desselben (Nahrstoff- 
mangel, Abscheidung von Stoffwechselprodukten, Austrocknung des 
Agars, py-Verschiebungen usw.) Schadigungen erfahren kénnen, welche 
sich bei nachfolgender Ubertragung in ein neues auch noch so giinstiges 
Medium durch Verzégerung der Wachstumsintensitat und geringerer 
Widerstandskraft einem biologischen Chok gegeniiber auswirken, ist 
es notwendig, bei physiologischen Untersuchungen stets junges Zell- 
material zu verwenden, welches sich auch vor dem Versuch in mdéglichst 
optimalem Nahrmedium befunden hat und eine méglichst groBe Teilungs- 
intensitat aufweist, sowie durch seine morphologischen Merkmale als 
gesund gekennzeichnet ist. Auch auf die Homogenitat des verwendeten 
Versuchsmaterials ist besonders zu achten. 

3. Da sich Schaidigungen und ungiinstige Bedingungen an einem 
untersuchten Material meist auch durch morphologische Veranderungen 
anzeigen, ist eine wiederholte mikroskopische Kontrolle auch bei physio- 
logischen Untersuchungen unerlaBlich. 

4. Bei meinen Untersuchungen hat es sich gezeigt, daB die Ergebnisse 
tuber die Verwertbarkeit eines Stoffes nicht immer so eindeutige sind, 
wie man es vielfach erwartet, indem die Wachstumsintensitat durch 
einen Stoff geférdert, nicht beeinfluBt oder gehemmt wird. Manche 
Stoffe (z.B. Propionséure) zeigen vielmehr zuerst eine hemmende, 
spater eine férdernde Wirkung, so dab, je nach dem Zeitpunkte der 
Beobachtung, Schadlichkeit oder Verwertbarkeit beobachtet werden 
kénnte, wie aus den Abbildungen ersichtlich ist. Diese Tatsache ist 
bisher wohl kaum beachtet worden, sie kann aber vielleicht manche 
Widerspriiche in der Literatur erklaren. Es ist daher unbedingt not- 
wendig, alle Versuche auf gréfere Zeitrdume auszudehnen und auch 
utihrend des Versuchs hiufig zu kontrollieren. 

| V.Czurda, Beih. bot. Centralbl. I, 51, 724—728, 1933: ebenda im 
Druck, 1936. 
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VI. Hauptversuche tiber die Verwertbarkeit einfacher aliphatischer 
Verbindungen als organische Nihrstoffquelle. 


A. Methodische Vorbemerkung. 


Als Grundlésung diente die oben erwihnte Nahrlésung mit Puffer 
gemisch. Die organischen Verbindungen wurden in der Konzentration 
von 0,2 Gew.-°% bei festen Substanzen, 0,2 Vol.-°, bei fliissigen Stoffen 
geboten. Alle Lésungen wurden getrennt sterilisiert, und zwar nicht- 
flichtige Substanzen (Zucker, héhere Alkohole, Salze, organische Séuren) 
bei 120° im Autoklaven, fliichtige Substanzen (Alkohole, Aldehyde) durch 
Verdiinnung der durch ihre Giftigkeit sterilen, hohen Konzentrationen in 
sterilem Wasser. Verunreinigungen durch Infektion wurden nie beobachtet. 
Alle Saéuren wurden durch Natronlauge neutralisiert, so da8 sie in Form 
ihres Natriumsalzes vorlagen. Die Substanzen wurden nach Moéglichkeit 
als reinste Priiparate (puriss. oder pro analysi) von den Firmen Merck, 
Kahlbaum oder Schuchard hezogen, einige entstammen der Sammlung des 
chemischen Instituts der deutschen Universitat in Prag (Prof. Meyer). 
Acetessigsaures Natrium wurde durch Verseifung des Athylesters selbst 
hergestellt. Die sterilisierten gemischten Lésungen hatten alle ein An- 
fangs-pH von 6,8. Die beimpften Lichtkulturen wurden bei Zimmer- 
temperatur (18 bis 20°) an der ,,Fringsheimschen Sonne‘‘! aufbewahrt, die 
Dunkelkulturen unter einem Dunkelsturz in geschlossenem Schranke im 
gleichen Raume. Versuchsdauer 55 bis 70 Tage. 


bh. Erkldrung der Tabellen. 


C, bis Cy = Anzahl der Kohlenstoffatome; Licht = Lichtkultur; Dunkel 
= Dunkelkultur; die Zahlen geben die Ertragsmenge im Vergleich mit der 
Kontrolle am Ende der Versuche an. 1 ist gleich der Kontrolle; 2 ist doppelt 
so stark wie in der Kontrolle, 3 ist dreimal usw., 0 ist iiberhaupt kein Wachs- 
tum, 0,5 ist halh so starkes Wachstum wie in der Kontrolle. In Worten 
kann man also sagen: 0 = giftig, 0,6 = hemmend, 0,9 = schwach hemmend. 
] ohne EinfluB8, nicht verwertbar im Dunkeln; 1,2 bis 1,5 = schwach 
fordernd (bei Dunkelkultur 2, 3); 2 = gut verwertbar (bei Dunkelkultur: 
4, 5); 3 = sehr gut verwertbar (bei Dunkelkultur: 6, 7); 4 = ausgezeichnet 
(bei .Dunkelkultur: 8, 9); 5 = bestes Wachstum (bei Dunkelkultur: 10). 

Die Anordnung der Stoffe in den Tabellen geschah in folgender Reihen- 
folge: 


Einbasische gesattigte Sauren (Fettsaéuren) einbasische gesattigte 
Oxysauren einwertige Alkohole —- einwertige Aldehyde Ketone und 
Aldol - einbasische ungesattigte Sauren (Olsiuren) — zweibasische ge- 
sattigte Sauren zweibasische gesattigte Oxysiuren — zweibasische un- 
gesittigte Siuren —- dreibasische gesittigte Siuren — Aldehyd- und Keton- 
saiuren — mehrwertige Alkohole — Monosaccharide (Pentosen und Hexosen) 

Zuckersiurenlaktone Polysaccharide (Di-, Trisaccharide und Inulin) 


verwandte Stoffe. 
C. Fragestellung. 
Die Hauptversuche gruppieren sich um folgende Fragenkomplexe: 
1. Wie verhalten sich die Glieder homologer Reihen ? 


' E.G. Pringsheim, Beitr. z. Biol. d. Pflanzen 14, 292—-296, 1926. 
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2. Welcher Zusammenhang besteht zwischen Konstitution und 
Verwertbarkeit ? 

3. Wie verhalten sich der Essigsiéure nahestehende Stoffe ? 

4. Wie kénnen wir uns den Ubergang von Essigsiéure zu Kohlen- 


hydraten vorstellen ‘ 


D. Tabe llen der Hauptve rsuche. 





Einbasische 
gesittigte 


Siiuren 








5 ww © 4 a ee 
(Fettsiuren), Zs os go 
Cy Hy Oe ns ou |2a 
Light io ey: ft QS 2* 2 0,6 \-1 0,5. | 9,5 1 1 0 
Dunkel . . 0.5 9 6 5 O.3 0.5 05 0.5 l l ) 
Anfangs hemmend, spiter férdernd 
Cc ( C, Cy, 


Einbasische gesiittigte pene a 2-Oxvt . - , 
Oxysaéuren, Cy Ho n V3 xyessigsaure 3-Oxyvbutter- 3-Oxy-isobutter- 


¢-Oxyvpropionsaure 














(Glykolsiure) (Milchsaure) siure siure 
fh Se ae 1,5 1,2 2 1 
Dunkel 1 2 6 l 
( Co C C, C, ( Cc ( ( 

Einwertige Propyl- 
Alkohole, | Methyl-  Athyl- peer Butyl- | a Amyl- Hexyl- Heptyl- Oectyl- 
Cn Hon +2) alkohol alkohol &” alkohol UtY!- alkohol alkohol alkohol alkohol 

propyl- alkohol 

alkohol 
Licht .. O05 2 i 2.5 1.4 0.5 0 0 0 
Dunkel. . O05 2 1 1 0 1 0 0 0 

* Anfangs hemmend, spiter firdernd. 

Einwertige Cc, Cc ( cS. ( 

Aldehyde te , oe 

: a : Neen ee . Propion- Isobutvl- Valerian- 

Cy Ho yO Formaldehyd Acetaldehyd aldehyd aldehyd fey 
Licht 0 2 1,2 1 0.9 
Dunkel 0 3 l 1 1 

( C, Cc ( 
Ketone eetaldol 1 cis } 
und Aldol Acetonketon on CHOH Dipropylketon Methylhexylketor 
CH.» CO CH.CHO Cel co CH.2C.H:.C0O 
Licht 1,2 0) 2.1 1.8 
Dunkel 3 0 5 4 
* Anfangs hemmend, spiater férdernd 
Einbasische ungesattigte ( Cc, ‘ ‘ 
Sduren (Ols&uren), Kroton- A ngelica- 4 
Acryisdure s - soba J £ Ols 
Cy Hoy — 20 sdure Sar saure 
Licht 0 l 0.9 0.9 0 


Dunkel 
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F . Cc 

Zweibasische ” 

gesittigte 
Sduren, 


Cy Hon 24 


Oxal- 
saure 


Licht 
Dunkel 


C3 C, c C; 
Di- 
methyl- 
malon- 


saure 


C, c Cc 
Methyl- 
athyl- 
malon- 
shure 


5 
Athyl- 

malon- 
shure 


Diathyl- 
malon- 
siure 


Bern- 
stein- 
siure 


Malon- 
sauare 


Kork- 
saure 


1,4 
1 





Zw eibasische 
gesittigte 
Oxysiuren 


Cy, 0; 


Licht 
Dunkel 


Apfelsiur 


Cy Hg 0; 
Pyro- 
weinsdure 


Cy H, 0, 
1-Weinséure 


C,H, 0, 
d-Weinsdure 


Cy Hg 0; 


e Traubensiure 





Zweibasische 
ungesittigte 
Sauren 


C,H, 
Fumars 


Licht 
Dunkel 


O4 C,H, O,4 


dure Maleinsiure Citrakonsiure 





Dreibasische 
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Siuren 
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C 
6 


C 


Cy ‘ 
Sorbit 


Dulcit 


C 
Isodulcit 


Cs 
d-Arabit 


C, 6 
Erythrit d-Mannit 


2 


_ 


I 


0.5 
0 


r 


4, 
g 





Mono- 
saccharide 


Zucker 


Arabinose 


Licht 
Dunkel . 


C C, Cc 


Cc ¢ ‘ 
d-Mannose d-Galaktose d-Fructose 


d-Glucose 
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Zuckersiuren- ; 
Lactone 


Licht . 
Dunkel 
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Ci: Cis C.. Cc 
-olysaccharide t3 es ta $8 
se naan Saccharose Lactose Maltose Raftinose 
i 3,5 1 5 1,5 
Dunkel . . 10 1 ‘ 8 





e. Cc 
Verwandte 7 ii aa tea 
Stoffe «-Methylglucosid Gly¢ erinphosphor- 
siure 


bicht . <.. . 2 
Dunkel . . l 


EB. Erkldrungen zu den Abbildungen. 

Aus den folgenden Abbildungen ist das Wachstum der untersuchten 
Alge in den verschiedenen Nahrlésungen in seinem zeitlichen Verlauf 
zu ersehen. Abb. 1 stellt den EinfluB und die Brauchbarkeit der 
wichtigsten aliphatischen Sauren dar. Abb. 2 den der einfachen Alkohole. 
Abb. 3 Aldehyde und Ketone. Abb. 4 Zucker und héhere Alkohole. 
Die mit a bezeichneten Abbildungen beziehen sich auf die Lichtkulturen, 
die mit b bezeichneten auf die Dunkelkulturen. Von den untersuchten 
Stoffen wurden zwecks Ubersichtlichkeit der Tabellen nur die wichtigsten 
eingetragen. Insbesondere wurden alle diejenigen, welche sich wie 
die Kontrolle (ohne organische Stoffe) verhielten, weggelassen. Auf 
der Abszisse sind die Kontrolltage, auf der Ordinate die absoluten 
Mengen des Algenertrages eingetragen. Die Zahlen geben die Teil- 
striche des Zentrifugenglischens an, wobei 10 Teilstriche ungefahr 
0,5cem entsprechen. Die wahrend des Wachstums der Kultur be- 
stimmten Zahlen sind Schatzungswerte. 


Vil. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Betrachten wir die in den Tabellen angefiihrten Versuchsergebnisse 
nach den Gesichtspunkten, die friiher aufgestellt wurden, so lautet die 
erste Frage: 

1. Wie verhalten sich die Glieder homologer Reihen? 

Es lassen sich deutliche GesetzmaBigkeiten bei den einfachen, 
gesittigten Sduren, Alkoholen und Aldehyden feststellen. 

Bei allen drei Reihen finden wir iibereinstimmend, da’ die ersten 
Glieder der Reihe schadlich sind (Ameisenséure, Methylalkohol, Form- 
aldehyd), den zweiten Gliedern kommt der héchste Nahrwert zu (Essig- 
sdure, Athylalkohol, Acetaldehyd), die folgenden Glieder nehmen mit 
zunehmender Kohlenstoffzah] an Brauchbarkeit ab; Isoverbindungen 
der Sauren sind schadlich. 


Von Oxysduren besitzt die B-Oxybuttersdure eine besondere Nahr- 
fahigkeit. 
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Abbildungen des Wachstumsverlaufs der Algenkulturen in den 
Hauptversuchen. 


Abb. 1. Versuche mit aliphatischen Siuren 
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Abb. 4. Versuche mit Zuckern und Alkohbolen. 
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a) Wachstum der Lichtkulturen. 
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b) Wachstum der Dunkelkulturen. 


Zeichenerklirung zu Abb. 4a 
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Von Ketonen kommt dem Aceton eine gewisse Nahrfihigkeit zu, 
lipropyl- und Methylhexylketon sind infolge von Aufspaltbarkeit gut 
verwertbar. 

Ungesattigte Sduren erwiesen sich als schadlich. 

Alle mehrwertigen Sduren sind indifferent, nur der Athylmalonsdure 
und der Methyldthylmalonsdure kommt ein gewisser Nahrwert zu. 

Von Aldehyd- und Ketonsduren ist Acetessigsdure sehr gut brauchbar. 

Von héheren Alkoholen nur Erythrit und in besonderem MaBe 
Mannit, wahrend Sorbit schadlich ist. 

Pentosen sind unbrauchbar. 

Hexosen sind, soweit sie untersucht wurden, als beste Kohlenstoff- 
quellen anzusehen. 

Zuckersdéuren sind indifferent. 

Polysaccharide sind je nach ihrer Spaltbarkeit brauchbar (Saccharose, 
Maltose, Raffinose, Inulin). 

Methylglucosid und Glycerinphosphorsdure sind indifferent. 

Die zweite Frage lautet: 

2. Welcher Zusammenhang besteht zwischen Konstitution und Ver- 
wertbarkeit ? 

Bei Betrachtung der Versuchsergebnisse fallt auf, daB sich aus den 
verwertbaren Stoffen zwei Gruppen bilden lassen, deren eine durch 
Hexosen, die mit ihnen verwandten héheren Alkohole und die aus ihnen 
zusammengesetzten Polysaccharide gebildet wird, waihrend die andere 
aus Stoffen besteht, die sich ihrer Konstitution und ihren biochemischen 
Eigenschaften nach um die Essigsdure gruppieren. 

Beide Gruppen werden von biochemisch wichtigen Stoffen, welche 
in der Garungschemie eine Rolle spielen, gebildet. 

Wahrend die biochemische Zusammengehorigkeit der Stoffe der 
Hexosegruppe ohne weiteres einleuchtet, ist die der zweiten Gruppe 
nicht ohne weiteres klar. Es lassen sich aber bei der naheren Be- 
trachtung alle verwertbaren Stoffe dieser Gruppe auf Grund der bis- 
herigen Erfahrungen aus der Garungschemie etwa in folgender Weise 
in Beziehung zur Essigséure bringen: 

Propionsiure - — +> Milchsaure oat > Acetaldehyd -. Essigaiiure 
: oxyd ; oxyd wee Spaltung . 
Buttersaure ~--—» §-Oxybuttersiure --—» Acetessigsiiure > Essigsiure 

oder 29 9° % 
2 Essigsiure’ > Acetessigsiure’ > Aceton 
Athylalkohol shal Essigsdure 
Dipropylketon Spetang | 2 ae aA > Essigedure 
ropionsiure > Essigsdure 


Spaltung 
> 


> Essigsiure 


Methvylhexylketon : 
. - | -~--> (Capronsaure). 














380 H. Mever: 


Damit ist gleichzeitig die dritte Frage beantwortet: 

3. Wie verhalten sich der Essigstiure nahestehende Stoffe? 

Erwihnt sei hier nur noch, daB auber Essigsiure auch Mono-, Di 
und Trichloressigsaure gepriift wurden, von denen sich nur Dichloressig 
sdure als brauchbar erwies. 

Wir kommen also zu dem SchluB, daB neben der Assimilations 
fahigkeit fiir Hexosen bei der untersuchten Alge (und nach einigen 
bisherigen Erfahrungen wahrscheinlich auch bei einer ziemlich grober 
Gruppe von ihr nahestehenden Algen) eine besondere Assimilations 
fahigkeit fiir Essigsdure besteht. Andere aliphatische stickstofffreie Ntoff 
kinnen nur dann als Kohlenstoffquellen verwendet werden, wenn sie einer 
dieser beiden Stoffgruppen biochemisch nahestehen. 

Die vierte Frage lautet nun endlich: 

4. Wie kénnen wir uns den Ubergang von Essigsdure zu Kohlen 
hydraten vorstellen ? 

Da, wie friiher gezeigt wurde, Essigsiure ebenso wie Hexosen in 
Form von Polysacchariden gespeichert werden kann (vgl. auch Prings- 
heim") ergibt sich nun die Frage, wie wir uns diesen Weg vorstellen 
kénnen / 

Vergleichen wir die Ergebnisse aus meinen Versuchen mit den 
bisherigen Erfahrungen aus der Garungschemie, z. B. nach dem Abbau 
schema des Zuckers, wie es Bernhauer? zusammengestellt hat, so finden 
wir, daB fast alle Stoffe, die sich als brauchbare Nahrstoffe erwiesen 
haben, sich auch als biochemisch wichtige Abbauprodukte des Zuckers 
wiederfinden. Auffallenderweise sind jedoch in diesem Schema nur 
diejenigen Stoffe verwertbar, die eine geringere oder gleiche Oxydations- 
stufe wie Essigsaiure darstellen, wahrend alle Stoffe, die dort als Oxy- 
dationsprodukte der Essigséure angesehen werden (Glykolsaure, Oxal- 
siure, Citronenséure, Malonséiure, Bernsteinséure, Fumarsaure, Apfel- 
siure) als Kohlenstoffquelle unverwertbar sind. 

Da sich ferner auch die in allen Garungsschemen (.Weyerhof*) als 
wichtiges Zwischenprodukt angenommene Brenztraubensdure, ebenso wie 
Glycerinphosphorséure als unbrauchbar erwiesen, erscheint mir der 
von Bernhauer* angenommene oxydative Weg der Hexosebildung aus 
Essigséure tiber Bernsteinséure --— Fumarsaure + Apfelsdure 

> Oxalessigsiure --— Brenztraubenséure fiir unser Objekt nichi 
annehmbar. 

Wir kénnen uns nun zwar die Verwertung der Essigsdure in der 
Weise vorstellen, daB ein Teil als Energiequelle verbraucht und zu 


1 E.G. Pringsheem, Naturwiss. 23, 110, 1935. 2 K. Bernhauer, 
Die oxydativen Garungen, 8. 117, Berlin 1932. — * O. Meyerhof, Helvetica 
IS, 1030, 1935, 4K. Bernhauer, Chemie und Biochemie der Zucker- 


arten. SS. 244, Berlin 1933. 
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Kohlensiure und Wasser oxydiert, ein anderer Teil zum Aufbau von 


Kohlenhydraten verwendet wird, so da®B dieser Aufbau auch durch 
Reduktionsvorginge etwa iiber Acetaldehyd méglich ware. Wie aber 
dieser Weg weiter fiihren sollte, erscheint vollkommen unklar und 
unwahrscheinlich, da er weder iiber Brenztraubensaéure noch iiber das 
ebenfalls unverwertbare Acetaldol fiihren kann. 

Ich méchte daher, ohne mich heute in irgendeiner Weise festlegen 
zu wollen, einen dritten Weg andeuten, iiber den weitere Versuche im 
Gange sind. Dieser wiirde etwa in oben angedeuteter Weise iiber die 
sehr gut verwertbare Acetessigséure und das ebenfalls verwertbare 
Aceton fiihren. Den weiteren Weg kénnten wir ‘uns dann iiber Dioxry- 
aceton, Glycerinaldehyd bzw. deren Phosphorséureverbindungen ver- 
stellen. Dioxyaceton und Glycerinaldehyd konnten leider in dieser 
Arbeit noch nicht untersucht werden, ersteres hat sich aber zur Starke- 
bildung in Blattern (Friedrich!) als sehr gut brauchbar erwiesen. Eine 
Entscheidung kénnen natiirlich erst die Versuche bringen. 


VIII. Zusammenfassung. 

Es wurde gezeigt, da Algen sehr aussichtsreiche Objekte fiir 
biochemische Untersuchungen sind. An einer Griinalge aus der Familie 
der Protococealen: Chlorella luteoviridis var. lutescens Chodat, wurde 
gezeigt, wie solche Versuche angestellt werden kénnen, wobei biologische 
Gesichtspunkte zu beriicksichtigen sind. Zunachst wurden die physiologi- 
schen Eigentiimlichkeiten der Alge festgestellt, und auf Grund dieser 
Erfahrungen Versuche iiber die Verwertbarkeit von etwa 0) ver- 
schiedenen stickstofffreien, aliphatischen Verbindungen als Kohlenstoff- 
quelle durchgefiihrt. Aus den brauchbaren Verbindungen lassen sich 
zwei Gruppen bilden, deren eine aus héheren Alkoholen, Hexosen und 
Polysacchariden besteht, wahrend die andere aus Essigsaéure und 
anderen auch aus der Garungschemie als biochemisch wichtig bekannten 
Stoffen, die sich durch Oxydation oder Spaltung leicht in Essigsiure 
iiberfiihren lassen, gebildet wird. Direkte Oxydationsprodukte der 
Essigsaure sind ebenso wie Brenztraubensadure unverwertbar. Sowohl 
aus Hexosen als auch aus Essigséure werden in der Zelle geformte 
Polysaccharide gebildet und voriibergehend gespeichert. Wie sich 
der Ubergang von der Essigséure zu Zuckern vollzieht, ist heute noch 
unklar. 


' E. Friedrich, Diss. Prag 1931, Pflanzenphysiol. Institut. 


Biochemische Zeitschrift Band 283. 














Zur Frage der am-Glucose im tierischen Organismus. 
Von 
H. K. Barrenscheen und Helmut Fanta. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie cer 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 30. November 1935.) 


Die Annahme, dab die im tierischen Organismus zur unmittelbaren 
Umsetzung bereitstehende Glucose eine von der gew6hnlichen x, 8-Glu 


cose verschiedene Struktur haben miisse, stiitzt sich in erster Linie auf 


ihr Verhalten bei biologischen Umsetzungen. Von den verschiedenen 
Beweisen, die in dieser Richtung gefiihrt wurden (1), kommt zweifellos 
der Meyerhofschen Entdeckung der Hexokinase (2) die starkste Beweis- 
kraft zu. Vom rein chemischen Standpunkt ist jedoch der Nachweis 
des Vorliegens einer allomorphen = am-Glucose! bisher nicht  ein- 
deutig erbracht worden. Die aufsehenerregenden Befunde von Wenter 
und Smith (3) iiber den Untersechied zwischen Polarisation und Re- 
duktion des Blutzuckers sind ebensooft bestatigt wie widerlegt worden. 
Die Méglichkeit, daB die zweifellos bestehenden Differenzen zwischen 
Polarisations- und Reduktionswert durch Beteiligung anderer Stoffe 
bzw. durch Komplex- und Adduktbildung zu erklaren sind, nehmen 
dieser Methodik jegliche Beweiskraft. Ebensowenig kann aber der 
von Winter (4) gefiihrte Nachweis, daB der Blutzucker des Kaninchens 
als a-Glucopyranose vorliegt, als Beweis gegen die Annahme der 
Existenz einer am-Glucose im Blute gewertet werden. Bei dem lang- 
wierigen Gange der Isolierung der Blutglucose, der einen standigen 
Wechsel des px von der alkalischen nach der sauren Seite und um- 
gekehrt bedingt, ist die Isolierung einer labilen am-Form nicht zu er- 
warten, wie denn iiberhaupt die Frage der Reindarstellung und Auf- 
klarung der Struktur der im Organismus vorkommenden am-Glucose 
nach dem heutigen Stande unserer Technik kaum lésbar erscheint. 

Der derzeit einzig aussichtsreiche Versuch, die Gegenwart einer 
am-Glucose im tierischen Organismus auf chemischem Wege sicher- 
zustellen, scheint der zu sein, die gegeniiber der gewéhnlichen x, B-Glu- 
cose zu erwartende gréBere Reaktionsfahigkeit einer am-Glucose in 


1 Wir halten diese von Neuberg und Kobel vorgeschlagene Bezeichnung, 
da sie keine Struktur prajudiziert und gleichzeitig auch das Wandelbare 
und Instabile ausdriickt, heute wohl fiir die treffendste, dieser sonst als 
'-Glucose, Bioglucose, Neoglucose, Reaktionsform, kérpereigene Form des 
Zuckers usw., angesprochenen Form der Glucose. 
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eigneter Versuchsanordnung einwandfrei sicherzustellen. Unsere 


Untersuchungen versuchten zunachst einmal diesen Nachweis durch die 
Unterschiede in der Kaltreduktion Fehlingscher Lésung im Vergleich 
iit reiner x, B-Glucose zu erbringen. Die Ergebnisse zeigten wohl 
m allgemeinen eine schnellere Kaltreduktion Fehlingscher Loésung, 
estimmt nach der Bertrandschen Methodik, durch Filtrate von Blut 
und Muskulatur gegeniiber L6sungen von reiner Glucose. Die erhaltenen 
Differenzen schwankten jedoch betrachtlich und waren vielfach so wenig 
iusgesprochen, daB daraus mit Sicherheit kein SchluB gezogen werden 
konnte. Wir haben uns daher nach einer anderen, beweiskraftigeren 
Methode umgesehen und glauben, diese in dem Verhalten gegeniiber 
der Oxydation an Tierkohle gefunden zu haben. Nach den Unter- 
suchungen Warburgs (5) zeigt Glucose, im Thermostaten mit Tierkohle 
veschiittelt, keinen nachweisbaren Sauerstoffverbrauch. KEbensowenig 
konnte Firth und Kaunitz (6) bei bis zu 24 Stunden ausgedehnten 
Versuchen irgendeinen Verlust an Glucose feststellen. Liegt in dem 
Gewebszucker nur die gewohnliche x, B-Glucose vor, so miibte sie sich 
bei entsprechender Versuchsanordnung restlos nach der Behandlung 
mit Tierkohle wiederfinden lassen, wihrend eine eventuell vorhandene 
im-Glucose eine Abnahme erwarten lief. 


Zur Teehnik der Versuche. 


Zur Untersuchung gelangte Blut (menschliches, durch Venaepunktion 
zewonnenes Blut), sowie unmittelbar nach dem durch Entbluten erfolgten 
Tod der Tiere (Kaninchen) entnommene Muskulatur und Leber. Die Ent- 
eiweiBung erfolgte nach der seinerzeit ausgearbeiteten Technik (7), durch 
Kintragung der im Hofmeisterschen Apparat zu einem feinem Brei ver 
mahlenen Gewebe in die drei- bis vierfache dem Gewicht entsprechende 
Menge einer Mischung von gleichen Teilen absoluten Alkohols und absoluten 
Acetons. Das Blut wurde direkt aus der Kaniile in die Alkohol-Aceton- 
mischung einlaufen gelassen. Nach kurzdauernder Extraktion wurde 
filtriert und das im Vakuum bei 30 bis 40° auf wenige cem eingeengte Filtrat 
zunachst durch Zusatz von eigens durch Dialyse gereinigtem kolloidalem 
Kisenhydroxyd von den Resten von Fett und Lipoiden befreit. Nach Auf. 
fillung auf ein bestimmtes Volumen wurde in dem wasserklaren, farblosen 
Filtrat zunaichst der Zuckergehalt in mehreren Parallelproben nach Hagedorn - 
Jensen ermittelt und sodann ein aliquoter Teil mit Tierkohle unter Riickflubs 
und gleichzeitiger Durchleitung von Sauerstoff am kochenden Wasserbad 
erhitzt. Auf jeweils 25 cem Filtrat wurden 1,25 g Tierkohle (Carbo medi- 
cinalis Merck) zugesetzt. Im Verlauf der Arbeit zeigte es sich, da®B auch 
das Schiitteln im Thermostaten bei 37° unter Sauerstoffdurchperlung zu 
den gleichen Ergebnissen fiihrt, so daB wir in der Folge nur mehr diese, 
den physiologischen Bedingungen mehr entsprechende Methodik angewandt 
haben. Bei jedem Versuch wurde eine Kontrolle mit einer annahernd gleich 
groBen, durch Einwage und Reduktion nach Hagedorn-Jensen bestimmten 
Glucosemenge durchgefiihrt. Gleich die ersten Versuche zeigten, dais bei 
den angewandten Glucose- und Kohlenmengen ein betrachtlicher Teil det 
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Glucose, bis zu 50° und mehr, durch die Kohle adsorbiert wird und sic}; 


auch durch wiederholtes Auskochen mit Wasser nicht restlos zuri* 
yvewinnen laBt. Nun ist vor einigen Jahren von Sjollema (8) eine Method 
zur Fraktionierung der reduzierenden Substanzen in Blutfiltraten angegelx 
worden, nach der es gelingt, die von Tierkohle adsorbierte Glucose durch 
schwache Essigsiure restlos zu eluieren. Es zeigte sich, daB auch bei de 
geringen von uns verwendeten Glucosemengen -— zwischen 20 und 30 mg 
die von Sjollema angegebene Methodik ein restloses Wiederfinden erméglicht. 
Im einzelnen gestaltet sich die Technik dann folgendermaBen: Der mit 
Kohle versetzte Ansatz wurde nach Ablauf der Versuchszeit auf Zimme) 
temperatur abgekiihlt und durch Zusatz von Eisessig auf eine Essigsiure 
konzentration von 0,5°, gebracht. Nach wiederholtem Umschiitteln wurde 
nach halbstiindigem Zuwarten durch Schottsche Glasfiltertiegel (G 4) 
abgesaugt, der Kolben und die am Tiegel befindliche Kohle mehrmals mit 
wenigen cem !/,°iger Essigsiure nachgewaschen. Filtrat und Wasch- 
wasser wurden je nach dem Volumen in MefSkolben von 50 bis 100 cem 
quantitativ iibergespiilt und bis zur Marke aufgefiillt. In einem aliquoten 
Teil, meist 10 cem, wurde durch Titration mit n/10 Lauge die zur Neutrali- 
sation gegen Lackmus erforderliche Laugenmenge ermittelt und die Gesamt- 
menge der Fliissigkeit nun mit n Lauge neutralisiert. Nach neuerliche: 
Erganzung des Volumens mit destilliertem Wasser wurde in einem ent 
sprechenden Teil der Fliissigkeit die Reduktion nach Hagedorn-Jensev 
bestimmt. 
Versuchsergebnisse. 

Fir die Beurteilung unserer an Blut- und Gewebefiltraten gewonne 
nen Befunde ist es zundchst wesentlich, die Ergebnisse der Kontroll- 
versuche an reinen Glucoselésungen zu besprechen. Derartige Kon- 


trollen, die, wie erwahnt, bei jedem Versuch parallel angesetzt wurden, 


ergaben nun in der iiberwiegenden Mehrzahl der Untersuchungen eine 
minimale Abnahme der Glucose, die sich zwischen 1 bis maximal 5°, 
der verwendeten Glucosemenge bewegte, gleichgiiltig, ob wir auf dem 
Wasserbad erhitzten oder ob der Versuch bei Brutschranktemperatur 
durchgefiihrt wurde. Die nachstehenden, wahllos herausgegriffenen 
Versuche mégen als Beleg dienen: 


Tabelle I. Je 25cem Glucoselésung und 1,25g Tierkohle. 


O,-Durchleitung. Versuchsdauer: 3 Stunden. 





mg Glucose/Ansatz Abnahme 


i enmivetvemoeive we . 
Versuchsanordnung nach Schliub 0; 


2 3egi 2 
zu Beginn des Versuchs 


Wasserbadtemperatur. .. . 20 19,1 0,9 4.5 
Bratechrank G7? . sw. 22,5 22,3 0,2 0,88 


Im Mittel finden wir bei unseren sémtlichen Versuchen, die ein: 
Abnahme zeigen, eine Differenz gegeniiber dem Ausgangswert von 
rund 4,02°%, eine Abnahme, die unter Beriicksichtigung der kleinen 
Glucosemengen — zwischen 20 und 32,7 mg — zweifellos in die Fehlerbreite 
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der Methodik fallt. Bedingen ja schon die verschiedenen Abmessungen 
und Auffiillungen unvermeidliche Fehler. Nur in einzelnen Fallen 
konnten wir, entsprechend den Ergebnissen von Fiirth und Kaunitz, 
cine geringfiigige Zunahme beobachten. In einem Falle zum Beipiel 
von 32,75 mg auf 34,00 mg, einer Zunahme der Reduktion von 3,8 °,, 
entsprechend. Nach diesen Ergebnissen halten wir uns fiir berechtigt, 
jede 5%, tibersteigende Abnahme der Reduktion als Ausdruck einer 
reellen Zerst6rung anzusehen. 

Unsere eigentlichen Versuche wurden zunachst an Filtraten von 
Blut angestellt, das direkt aus der wenig gestauten Cubitalvene in 
dem Alkohol-Acetongemisch aufgefangen wurde. Die verwendete Blut- 
menge entsprach im Durchschnitt 50 cem. Samtliche Versuche wurden 
bei der Temperatur des kochenden Wasserbades durchgefiihrt. Wie 
aus nachstehenden Versuchsprotokollen hervorgeht, betragt die Ab- 
nahme der Gesamtreduktion zwischen 23 und 42°%. 


Tabelle Il. Je 25cem Blutfiltrat + 1,25¢ Tierkohle. 
O,-Durchleitung. Kochendes Wasserbad. 





Gesamtreduktion kimahine ale Glace 
. Y £ Bg > ‘ose 
in mg Glucose/Ansatz . snail 
ee Bemerkungen 
am Schlub 


zu Beginn . 
5 des Versuchs 


mg 
27,75 16,00 11,75 42,34 Versuchsdauer 3 Std. 
93.9 17,82 5,38 93.9 : 2, 
Welche Rolle die Dauer der Erhitzung spielt, zeigen nachstehende 

Versuche. 

Tabelle III. 





i Gesamtreduktion in mg Glueose/Ansatz Abnahme als Glucose 
Versuchsdauer : i 


Std. zu Beginn Procter mg 
20,6 14,7 5,9 28.64 
23,6 13,8 9,8 41,5 
21,4 12,9 8,5 39,7 
Wie man sieht, ist das Maximum der Oxydation nach dreistiindigem 
Erhitzen mit Tierkohle bereits erreicht. Eine Ausdehnung des Versuchs 
auf 7 Stunden bringt keinen weiteren Zuwachs mehr. Zu ganz analogen 
Ergebnissen fiihrt die Untersuchung von Muskel- und Leberfiltraten. 
Beim Muskel finden wir Abnahme der Gesamtreduktion um 50°, 
bei der Leber liegen diese Abnahmen zwischen 20 und 48,5°%. Gleich- 
giiltig ist dabei, ob man auf dem Wasserbad erhitzt oder ob bei Brut- 
schranktemperatur gearbeitet wird. Wir geben im nachstehenden je 
zwei Versuche mit Muskel- und Leberfiltraten, die jeweils durch Er- 
hitzen auf dem Wasserbad bzw. durch Schiitteln im Brutschrank 
erhalten wurden. 
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Tabelle IV. Je 25cem Filtrat + 1,25 g¢ Tierkohle. O,-Durchleitun, 





Gesamtreduktio . : 
: " : lukt e Abnahme in mg Glucose 
in mg Glucose/Ansatz 

Versuchsanordnung 


am SchluB 


zu Beginn des ‘Versuchs mg ( 
Muskelfiltrat : | i. " 
. 26,! 8,12 3,38 50.5 
Kochendes Wasserbad = { 26,5 13,1 13,38 0,0 
Muskelfiltrat : | — , » p 
nd 27,5 B12 5,38 55.$ 
Brutschrank 37° f =i 12,12 15,38 9,9 
Leberfiltrat : | i : aa 
‘ . 09,! $4.0 95: 93: 
Kochendes Wasserbad | | 109,6 4, et 23,3 
Leberfiltrat : | we a » 
an 28,2 DE 3S 8. 
Brutschrank 37° | 60,60 14,55 13,9 45,5 


Ubereinstimmend |aBt sich also sagen, daB die Gesamtreduktio: 
derartiger Filtrate durch Schiitteln mit Tierkohle auch unter Bedin 
gungen, wie sie denen im Organismus entsprechen, betrachtlich herah 
gesetzt wird. Ist nun eine derartige Verminderung der Reduktion au! 
eine Oxydation eventuell vorhandener am-Glucose zu beziehen 
Diese Frage laBt sich auf Grund dieser Befunde durchaus nicht bejahen 
Haben wir es doch in unseren Blut- und Organfiltraten nicht mit reine: 
Losungen zu tun. Es kénnte ohne weiteres méglich sein, daB eine durch 
die Kohle bedingte Oxydation der die Restreduktion bedingenden 
Korper diese Ergebnisse vortéuscht. Es ware aber auch daran 21 
denken, daB nach Art einer induzierten Reaktion erst die Spaltprodukte 
der Restreduktionskérper die Oxydation der Glucose erméglichen 
Wir suchten zunachst die Frage von zwei Seiten her zu erklaren. Einma! 
indem wir auf unsere eingeengten Filtrate die Methodik von Fujiti 
und /watake (9) anwendeten, nach der es durch Verwendung von Cad 
miumhydroxyd gelingt, die stérenden Kérper der Restreduktion 2) 
entfernen. Das Ergebnis zeigt nachstehender Versuch. 

Tabelle V. Filtrat jeweils auf 50cem aufgefiillt 2,5¢ Tierkohl: 
Brutschrank 37°. Versuchsdauer 3 Stunden. O,-Durchleitung 





Gesamtreduktion ' 
: " Abna e als Glucose 
in mg Glucose/Ansatz Abnahme als Glucose 
Versuchsanordnung : 

am Sehluf 


zu Beginn Ams Waswabin mg 0 
lalluung Fe(OH), . . 22.63 10,76 11,87 52,4 
Cd(OH), . . 20,35 8,9 11,45 56,2 


Wie man sieht, sind die Ergebnisse praktisch gleich, in beide: 
Fallen ist rund 50°, der Gesamtreduktion verschwunden. Eine zweit: 
Moglichkeit zur Entscheidung dieser Frage boten Modellversuch« 
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indem wir zu reiner Glucoselésung Kreatin, Adenylsaure und Adenosin 

je 5mg auf 25cem Glucoselésung — zusetzten und den Einflub 
auf den Zuckerschwund durch Kohle priiften. Das Ergebnis war, dal 
in den Zusatzversuchen eine ebenso geringfiigige Abnahme der Glucose 
zu beobachten war, wie in den Kontrollen. Bei der Bedeutung, welche 
derartigen Befunden zukommt, haben wir unsere Resultate weiter zu 
stiitzen versucht, und zwar derart, dab wir in einer Reihe von Ansatzen 
vor und nach der Behandlung mit Tierkohle die vergirbare Hexose 
und die Restreduktion direkt nach dem Verfahren von Hiller und 
Van Slyke (10) bestimmten. In einer Reihe von Versuchen arbeiteten 
wir mit den gewoéhnlichen, durch Eisenhydroxydfallung erhaltenen 
Filtraten, in einer weiteren Reihe wurde das Eisenverfahren mit dem 
von Letonoff (11) angegebenen Zinkhydroxydverfahren zur Entfernung 
stérender Restreduktionskérper kombiniert. 


Die Versuche wurden jeweils derart durchgefiihrt, daB ein aliquoter 
Teil des auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillten Filtrats zur Be- 
stimmung der Glucose bzw. der Restreduktion, der Rest zur Oxydation 
verwendet wurde. Nach dem Schiitteln mit Tierkohle und Elution mit 
Essigsiure wurde der Ansatz auf dem Wasserbad bei schwach essigsaurer 
teaktion eingeengt und nach Neutralisation auf das zur Oxydation 
verwendete Volumen aufgefiillt und nunmehr die Reduktions- und Rest- 
reduktionsbestimmungen wiederholt. In allen Versuchen wurde parallel 
die Vergirbarkeit einer Glucosekontrollésung sowie die Kigenreduktion 
eines Hefeleerversuchs bestimmt. Die Kontrollansaitze mit Glucose 


ergaben stets restlose Vergérung. 


Tabelle VI. Samtliche Versuche bei 37° im Brutschrank unter 


O,-Durchleitung 3 Stunden geschiittelt. 








Gesamt- Restreduktion 


reduktion ag nae Vergiirbare Glucose : Ab- 
in mg i ae a Glueose nahme 
Ginedssl-neate Glucose/Ansatz 
Versuchsanordnung 
am am am 
zu Sehlash zu Schlub zu Schlub 
Beginn desVer- Beginn desVer- Beginn desVer- ™€& 
suchs suchs suchs 


Blutfiltrat : laroe - SS een ee oe ee int a 
Fe (OH) ,-Fallung 15,26 10,63 7,57 7,18 7,68 3,06 4.62 61.0 
Muskeltiltrat: | ae sees » | eee ' — 
. 8 0 ) 38 ¢ 3.6 8,0 rb, 
Fe (OH)s-Fillung | 18.0 10,0 6,04 6,38 11,96 96 ( 66.4 
Muskelfiltrat : 


14,23 || 10,63 10,12 12,875 3,625 925 71,8 


bo 
ao 
or 


Fe(OH)s + Zn(OH)o- 


Fallung 


Dasselbe 28,25 15,75 || 12,38 12.0 15,875 3,875 12.5 78,2 
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Diese Versuche zeigen einmal, daB sowohl bei Blut- wie bei Muskel- 
filtraten die Restreduktion durch das Schiitteln mit Kohle praktisch 
nicht beriihrt wird. Wir finden in unseren mitgeteilten Versuchen 
dreimal eine Abnahme von 3 bis maximal 5°, einmal eine Zunahme 
von 5,6°%,. Diesen zweifellos innerhalb der Fehlergrenze liegenden 
Schwankungen der Restreduktion steht nun eine Abnahme der ver- 
garbaren Glucose gegeniiber, die beim Blut rund 60°, in den Muskel- 
versuchen zwischen 66 und 78°, betragt. Ob wir in diesen Zahlen 
einen Ausdruck fiir den Anteil der am-Glucose an der gesamten ver- 
garbaren Glucose haben, soll vorlaufig dahingestellt bleiben. Theoretisch 
ware es allerdings ohne weiteres denkbar, daB nur ein Teil der im Gewebe 
vorhandenen Glucose in Form der zu sofortiger Umsetzung geeigneten 
am-Glucose vorliegt und mit der nicht direkt angreifbaren «, B-Glucose 
in einem bestimmten Gleichgewicht steht. 

Haben so diese Versuche den Beweis erbracht, da} ein nicht un- 
hetrachtlicher Teil des Gewebezuckers im Gegensatz zur gewéhnlichen 
z, B-Glucose an aktiver Kohle auch unter physiologischen Bedingungen 
oxydiert wird, so ergeben sich damit eine Reihe weiterer Fragestellungen. 
In erster Linie ware es wiinschenswert, den Nachweis zu erbringen, wie weit 
diese Oxydation an Tierkohle geht, ob sie, was wahrscheinlich ist, bis zu 
den Endprodukten CO, und H,O fiihrt, oder ob sie bei eventuell auch 
physiologisch auftretenden Zwischenstufen stehen bleibt. Der Frage nach 
der Oxydation sind wir vorlaufig mit einer durch die Verhaltnisse 
bedingten unzulanglichen Methodik nachgegangen. Bei der Unter- 
suchung derartiger Blut- und Gewebsfiltrate im Warburgschen Apparat 
ergab sich eindeutig, daB im Gegensatz zu reiner Glucose derartige 
mit Kohle geschiittelte Filtrate einen deutlichen Sauerstoffverbrauch 
zeigten. Da jedoch die uns zur Verfiigung stehende Apparatur zur 
einwandfreien Klarung nicht ausreicht, soll auf die zahlenmaBigen 
Ergebnisse nicht naher eingegangen werden. Aufgabe fortgesetzter 
Versuche wird es sein, diese Frage, sowie die der eventuell auftretenden 
Zwischenstufen zu klaren. 

Zusammenfassung. 

1. Auch aus ganz verdiinnten Glucoselésungen, welche entweder 
unter Sauerstoffdurchperlung im Brutschrank oder unter Sauerstoff- 
durchleitung im Wasserbad erhitzt werden, 1aBt sich nach der von 
Sjollema angegebenen Methodik (Elution mit 0,5°, Essigsdéure) die 
Glucose restlos eluieren. In Bestatigung der Untersuchungen von 
Firth und Kaunitz findet keine Oxydation reiner «, B-Glucose statt. 
Die beobachteten Abnahmen bzw. Zunahmen fallen zweifellos in den 
Bereich der Fehlerquellen der Methodik. 

2. Im Gegensatz dazu zeigen durch Alkohol-Acetonfallung und 
nachtragliche Behandlung mit kolloidalem Eisenhydroxyd erhaltene 
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Filtrate von Blut, Leber und Muskulatur eine betrachtliche Abnahme 
der Gesamtreduktion, die sich je nach der Dauer des Versuchs und dem 


verwendeten Organ zwischen 20 bis iiber 50°, bewegt. 
3. Diese Abnahme der Gesamtreduktion ist nicht auf Oxydation 
der in diesen Filtraten vorhandenen Restreduktionskérper zu beziehen, 
hetrifft vielmehr ausschlieBlich den vergarbaren Anteil. 

4. Von diesem vergirbaren Anteil werden zwischen 60 bis 78°, 
durch Behandlung mit aktiver Kohle oxydiert. Es liegt nahe, in diesem 
durch Tierkohle oxydierbaren Anteil die reaktionsfahige am-Glucose 
des Organismus zu vermuten. 
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Uber die Bildung 
von Putrescin aus d-Arginin durch Bakterieneinwirkung. 
Von 
Kinsaburo Hirai. 
(Aus der Kinderklinik der medizinischen Fakultat zu Nagasaki.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1935.) 


Die bakterielle Zersetzung des d-Arginins ist bisher Gegenstand 
vieler Untersuchungen gewesen. Als Zersetzungsprodukte wurden 
d, l-Ornithin!, Putrescin und 6-Aminovaleriansdure? isoliert. Neuer- 
dings hat Ackermann? Citrullin aus Arginin durch die Einwirkung von 
Faulnisbakterien gewonnen, desgleichen Hern? durch Einwirkung von 


Sac. ocyaneus. Seit Jahren bin auch ie uit der bakteriellen 
B yyocyaneu Seit Jahren bin h ich mit der bakteriell 


Zersetzung der verschiedenen Aminoséuren beschaftigt. 


Wie Takaoki Sasaki® feststellte, hangt das Ergebnis der bakteriellen 
Zersetzung einer bestimmten Aminosiure von der Art der Bakterien, dei 
Dauer ihrer Einwirkung und der Zusammensetzung des Nahrmediums ab. 
Wir lieBen einheitlich die Bakterien 30 Tage auf die Aminoséure in Sasaki- 
scher eiweiBfreier Nahrlésung einwirken. F’. Matsuda® isolierte aus Saug 
lingsfazes 36 Coli-Stamme, von denen 13 Saurebildner und 5 Aminbildner 
waren. Mit einigen dieser Aminbildner konnte ich |-Tyrosin in Tyramin 
und Histidin in Histamin umwandeln’?. M. Shikwma® konnte nachweisen, 
daB diese aminbildenden Coli-Stamme ihre Fahigkeit der Aminbildung 
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' D. Ackermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 305, 1908. — * Derselbe, 
ebenda 69, 273, 1910. 3 Derselbe, ebenda 208, 66, 1931. — 4 F. Horn, 
ebenda 216, 244, 1933. 5 T'. Sasaki, ebenda 121, 167, 1921. 6 F. Mat- 
suda, Nagasaki Igakkwai Zassi 11, 821, 1933. —- * K. Hirai, diese Zeitschr. 
267, 1, 1933. 8 M.Shikuma, Nagasaki Igakkwai 13, 908, 1935. 
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2 Jahre lang beibehielten, wenn sie monatlich einmal umgeziichtet wurden. 
Er verfolgte unter jeweils gleichartigen Bedingungen die Bildung von 
Tyramin aus 10g Tyrosin. Das Tyramin wurde als Chlorhydrat nach der 
Methode von 7’. Sasaki! abgeschieden. 

Aus noch ungeklarten Ursachen schwankt die Menge des Tyramins 
betrachtlich, die Fahigkeit, Tyramin zu bilden, fehlte jedoch bei diesen 
Stammen nie. 

S. Akashi® konnte feststellen, daB 20 von 54 Coli-Stammen imstande 
waren, Putrescin aus Arginin zu erzeugen. Die verwendete Nahrlésung 
enthielt Traubenzucker und anorganische Salze. Friiher hatten S. Hino* 
und Y.Sendju’ versucht, das argininspaltende Ferment in abgetéteten 
Coli-Bakterien nachzuweisen, jedoch ohne Erfolg. Leider verwandten beide 
Forscher nur wenige Coli-Stamme zu ihren Versuchen. Wiirzlich berichtete 
H. Burchard® iiber organische Basen im normalen und dyseptischen Séug- 
lingsstuhl und in den Fazes Erwachsener. Er konnte Putrescin und Cada- 
verin isolieren. Aus normalen Sauglingsfiizes isolierte er auBerdem 3’-Butyvro 
betain, aber niemals Histamin. 7. Shikuma isolierte in unserem Institut 
aus Fazes von 13 Kindern mit alimentarer Intoxikation verschiedene 
Coli-Stamme und untersuchte ihre biochemische Einwirkung auf }-Tyrosin. 
Einer dieser 13 Coli-Staémme bildete Saure, aber keiner war Aminbildner. 


Der Coli-Stamm, der aus |-Tyrosin Tyramin und aus Histidin 
Histamin bilden kann, ist auch imstande, aus d-Arginin Putrescin zu 
erzeugen, woriiber in der vorliegenden Mitteilung berichtet wird. 


Experimenteller Teil. 


Versuch 1. Das Experiment entsprach im groBen und ganzen meinem 
friiher publizierten Versuch mit 1-Tyrosin und 1-Histidin. 800 cem 
Sasakische eiweiBfreie Nahrlésung (Natriumchlorid 5,0 g, Monokalium- 
phosphat 2,0 g, Magnesiumsulfat 0,1 g, Ammoniumearbonat 1.0 g, 
Glycerin 20 cem, Aqua dest. 1000 cem) mit 2,0 g d-Argininehlorhydrat 
wurden in einer 1-Liter-Kulturflasche im Dampfkochtopf sterilisiert und 
nach dem Erkalten die Bazillenemulsion von zehn grofen, schiefen Agar 
kulturen zugesetzt. Ich arbeitete mit fiinf Kulturflaschen auf einmal, also 
mit 10g d-Argininchlorhydrat. Nach 30 Tage langem Verweilen im Brut- 
schrank von 37°C priifte ich samtliche Kolben auf  bakteriologische 
Reinheit. Vor der Bebriitung des Gemisches py 7,0; nach Beendigung 
der bakteriellen Zersetzung py 6,1. Der Inhalt saémtlicher Kultur- 
flaschen wurde in einer Abdampfschale vereinigt und auf dem Wasserbad 
bis zum Sirup eingeengt. Der Riickstand wurde wiederholt mit Alkohol 
heiB extrahiert und der alkoholische Extrakt mit gesattigter alkoholischer 
Sublimatlésung gefallt. Der Niederschlag wurde abgenutscht und wiederholt 
mit Alkohol gewaschen. Der Riickstand wurde in etwa 200 cem Wasser 
fein suspendiert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach dem Verjagen 
des Schwefelwasserstoffs wurde das Quecksilbersulfid abfiltriert und mit 
Wasser gewaschen. Das farblose Filtrat und das Waschwasser wurden aut 


1 TT, Sasaki, diese Zeitschr. 59, 429, 1914. 2 S. Akashi, Nihon Seika 


Gakkwai Kaiho 9, 155, 1935. S. Hino, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
133, 100, 1924. — 4 Y. Sendju, J. of biochem. 5, 229, 1925. > H. Burchard, 
diese Zeitschr. 272, 74, 1934. 
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dem Wasserbad stark eingeengt. So erhielt ich farblose, tafelférmige Kri- 
stalle, die mit Alkohol aufgenommen und abgenutscht wurden. Ausbeute 
5,9 g. Aus dem Filtrat konnte ich noch 1,4 g (als zweite Fraktion) und 0,2 ¢ 
(als dritte Fraktion) Substanz isolieren. Die Kristalle waren sehr leicht 
léslich in Wasser und schwer léslich in Alkohol. Sie verbrannten vollstandig 
mit spermadihnlichem Geruch; Sakaguchische Reaktion negativ. Die 
wiasserige Léosung war mit Pikrinséiure-, Pikrolonsaiure-, Goldchlorid- und 
Platinchloridlésung fallbar; das Chloraurat vom Zersetzungspunkt 231 bis 
232° war in Alkohol maBig léslich. Analyse des Chloraurats und Chlor- 
platinats: 
0.1242 ¢ Substanz gaben 0,0640g Au. 
Gef.: 51,5394; ber.: (C,H,.N,—2 HCl—2 AuCl,) 51,35 %; 
0.1364 ¢ Substanz gaben 0,0539¢ Pt. 
Gef.: 39,51%; ber.: (C,H,.N,—2 HCl—PtCl,) 39,13 %. 


Es hegt also Putrescinchlorhydrat vor. Die Ausbeute war sehr gut 
(7,5 g salzsaures Putrescin aus 10 g d-Argininchlorhydrat). 

Aus dem Riickstand der Alkoholextraktion konnte mit Benzaldehyd 
kein Benzylidenarginin isoliert werden. 

In einem anderen, dem Versuch | analogen Ansatz mit einem anderen 
Coli-Stamm konnten aus 10 g Arginin 3,2 g (erste Fraktion) und 1,2 g (zweite 
Fraktion) Putrescinchlorhydrat isoliert werden. In den Riickstaénden war 
mit Flaviansiure kein Arginin fallbar. 
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Tierische Kalorimetrie. 
XI. Mitteilung!?: 
Uber die spezifiseh-dynamische Wirkung der Kohlenhydrate. 
Von 
Zoltan Aszodi und Josef Pélyi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ung. Universitat 


Budapest.) 


(Eingegangen am 17. November 1935.) 


In unseren friiheren Mitteilungen (1) (2), die sich mit der spezifisch- 
dynamischen Wirkung des EiweiBes und der Fette befaBten, kamen wir 
zu der SchluBfolgerung, daB die spezifisch-dynamische Wirkung des 
KiweiBes der gereichten Menge proportional ist, daB aber nach Zu- 
fuhr von Fetten eine solche Proportionalitat nicht vorhanden ist. Wir 
fanden die Erklarung dieser experimentellen Ergebnisse darin, da der 
Organismus unter normalen Umstanden kein Eiweif deponieren kann, 
weshalb diese sofort verbrannt werden. Hingegen verfiigt der Organis- 
mus immer iiber kleinere oder gréBere Fettdepots, und somit ist der 
Koérper nicht auf die sofortige Verbrennung der frisch zugefiihrten Fett- 
nahrung angewiesen, sondern es werden zuerst die fiir diesen Zweck 
bereits vorbereiteten Stoffe verwendet. Gerade die Tatsache, daf einer- 
seits oft bei gréBeren Fettmengen nur ganz kleine Erhéhungen fest- 
zustellen, daB aber andererseits wieder in anderen Versuchen bei kleinen 
Fettgaben héhere Werte zu beobachten sind, zeigt ganz deutlich, dab 
zwischen verabreichter Fettmenge und spezifisch-dynamischer Wirkung 
kein direkter Zusammenhang besteht. 

Wir warfen schon damals die Frage der spezifisch-dynamischen 
Wirkung der Kohlenhydrate auf und sprachen die Vermutung aus, dab 
sie sich den Fetten ahnlich verhalten diirften, da der Organismus ebenso 
iiber Kohlenhydratreserven verfiigt. 


Die Literaturangaben iiber die spezifisch-dynamische Wirkung der 
Kohlenhydrate sind nicht eindeutig. Man findet nicht nur beziiglich der 


1 Vorliegende Arbeit, wie auch die beiden vorangehenden (Uber die 
spezifisch-dynamische Wirkung des EiweiBes bzw. der Fette) wurden durch 
Unterstiitzung der ,,Szechenyi wissenschaftliche Gesellschaft zur Férderung 
der ungarischen naturwissenschaftlichen Forschung erméglicht, wofiir wir an 
dieser Stelle unseren herzlichsten Dank aussprechen. 
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gereichten Kohlenhydratmenge, sondern auch beziiglich der einzelnen 
Zuckerarten verschiedene Angaben. Nach Rubmer (3) ist die spezifisch- 
dynamische Wirkung des Rohrzuckers 5,8°,, nach Heilner (4) die des 
Traubenzuckers 4°). Magnus-Levy (5) erhielt nach Reis- und Rohrzucker- 
fiitterung eine Erhéhung von 20°, und mehr. In den Versuchen von 
Lusk (6) betragt die Steigerung nach Traubenzucker 15 bis 20 °,, unabhangig 
von der gereichten Menge, welche zwischen 20 und 103 ¢ schwankte. Lusk 
fand, daB bei gréBeren Zuckergaben (75 g) die Erhéhung des Stoffwechsels 
| Stunde linger dauerte, als nach geringeren (50g). In einer spiteren 
Arbeit gibt Lusk (7) fiir die spezifisch-dynamische Wirkung des Trauben 
zuckers 30°, an. Ebenfalls findet man héhere Werte bei Nakayama (8) 
(27,8°,), Benedict und Carpenter (9) (25°), Boyd, Hines und Leese (10) 
(50%), Baur (11) (26°,), Dann und Chambers (12) (33°). Nach sehr groBen 
Zuckergaben bekamen Wierzuchowski und Ling (13) extreme Erhéhungen 
(z. B. erhéhte sich der Stoffwechsel eines Ferkels nach 300 g Kohlenhydrat 
verabreichung von 21,1 auf 42,7 Cal). 


Was die Art des Zuckers betrifft, so fanden Lusk (14), sowie auch 
Wierzuchowski (15) die héchsten  spezifisch-dynamischen Werte nach 
Fructose-, die kleinsten nach Galaktosezufuhr. Nach Carpenter (16) ist 
keme merkliche Differenz zwischen spezifisch-dynamischer Wirkung der 
Fructose und Glucose nachzuweisen. 


Aus diesen Angaben ist ersichtlich, da} man kein einheitliches Bild 
beziiglich der spezifisch-dynamischen Wirkung der Kohlenhydrate 
erhalten kann. Es war von grobem Interesse das Verhalten verschiedener 
Mengen derselben Kohlenhydrate bei demselben Tier zu priifen und die 
Wirkung dieser auf Warmeproduktion, Sauerstoffverbrauch und Kohlen- 
siiureproduktion zu untersuchen, um festzustellen, ob Zusammenhange 
zwischen Kohlenhydratmenge und Stoffwechselsteigerung besteht. 


Experimenteller Teil. 
a) Apparatur und Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden in dem von Hari nach dem Vanglschen Prinzip 
konstruierten Kompensationskalorimeter ausgefiihrt und ebenso, wie in 
den vorangehenden Mitteilungen, wurde auch neben der direkten Be- 
stimmung der Warmeproduktion (direkte Kalorimetrie) diese auch aus dem 
direkt bestimmten Sauerstoffverbrauch mit Hilfe des respiratorischen 
Quotienten berechnet (indirekte Kalorimetrie). Der direkt bestimmte 
verbrauchte Sauerstoff wurde weiterhin durch Berechnung aus dem Tier- 
gewicht am Beginn und Ende des Versuchs, der Nahrungszufuhr und 
Kohlensiure-, Wasserdampf-, Harn- und Kotabgabe wihrend des Versuchs 
ermittelt (indirekter Sauerstoffverbrauch). 


Zu den Versuchen dienten vier Hiindinnen, von welchen Tier Nr. 7 und 13 
bereits in friiheren Versuchen iiber spezifisch-dynamische Wirkung der 
Fette benutzt worden waren. Mit diesen Hunden wurden insyesamt 
29 Versuchsreihen ausgefiihrt. Die Versuchstiere hungerten vor den 
Versuchen meistens 72 Stunden, in einigen Versuchen aber 16 bzw. 
168 Stunden. 
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en Beziiglich Anordnung und Durchfiihrung der Versuche gilt das in den 
+h- vorherigen Mitteilungen ausgefiihrte. Nach einer Vorperiode wurde in den 
les wwei darauffolgenden Perioden der Grundumsatz bestimmt und nach : 
er- erfolgter Verabreichung der in der Fiitterungsvorrichtung vorbereiteten 
on Zuckermenge in fiinf ebenfalls zweistiindigen Perioden die Warmeproduktion E 
rig ermittelt. 
sh Als Kohlenhydrat wurde Rohrzucker benutzt. Die Tiere erhielten 
els Mengen zwischen 13,6 und 96,1 g. 
en : oe 5 F 
; Die Berechnung der Warmesteigerung nach der gereichten Zucker- 
. 
i : : ‘ : : 
re menge erfolgte auch in diesen Versuchen in bezug auf den Grundumsatz 
8) é 
0 und wurde in Prozenten angegeben. 
) 
en Die Versuchsergebnisse sind in der Generaltabelle zusammengestellt, 
en und zwar in der Reihenfolge der durchgefiihrten Perioden (Vorperiode, 
it zwet Normalperioden und fiinf darauffolgende Fiitterungsperioden). 
ch b) Ubere instimmung des direkt bestimmten und des berechneten Sauerstof)- 
ah verbrauchs. Ubereinstimmung der direkt gemessenen Wdrmeproduktion mit 
st der ans dem Sauerstoffverbrauch berechneten. 
vi Wenn man in der Generaltabelle die Summe des in den einzelnen 
Perioden bestimmten Sauerstoffverbrauchs mit den berechneten vergleicht, 
ld so ergeben sich, wie aus Tabelle 1 zu ersehen ist, nur kleine Differenzen, die 
' im Mittel + 2,5°, betragen. Diese Ubereinstimmung des direkt bestimmten 
e ’ - ° 2 ‘ 
und berechneten Sauerstoffverbrauchs laiBt eine sichere Bewertung der in 
Pr der direkten Kalorimetrie erhaltenen Werte zu. 
le In Tabelle IL sind die Mittelwerte simtlicher Perioden eines Versuchs 
a- getrennt in direkte und indirekte Kalorimetrie auf 24 Stunden und Quadrat- 
re meter K6rperoberfliche berechnet zu Vergleichszwecken angegeben. 
t Zwischen den beiden Methoden betragen die Unterschiede im Mittel: 
4 ag 
240 Fos 
Tabelle L. 
Abweichung Abweichung Abweichung Abweichung 
des des des des 
i berechneten ne berechneten , berechneten 7 berechneten 
: Ver- Sauerstoff- Ver- Sauerstoff- Ver- Sauerstoff- Ver- Sauerstoft- 
Pp such verbrauchs von} SY¢h  yerbrauchs von] S82 yerbrauchs yon} S8°! verbrauchs von 
n dem direkt dem direkt dem direkt dem direkt 
bestimmten um bestimnmten um bestimmten um bestimmten um 
adi Nr. 0 Nr 0}, Nr. 0 Ni ¢ 
n 
n ms F ‘ - ? 
127 + 4,2 130 + 4,2 115 + 3,1 128 4.4 
e 
rn. 136 1,8 123 + 3,4 122 + 2.9 113 ID 
d 134 + 1,6 116 2.9 131 20) 112 0,3 
is pre eS 6 ra — ‘ ' 
137 + 3,4 118 + 1,5 132 + 5,0 120 + 3.4 
114 +24 133 + 3,7 126 +- 3,9 119 + 3.2 
2 ‘ ¢ oa nies e 
143 +13 135 + 1.8 138 + 0.6 108 7. 
r 
t 125 +26 111 + 0,5 110 +14 109 +29 
n 124 + 3,7 














Mittelwert: 
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Tabelle II. 








Mittlere Abweichung Mittlere Abweichung 
Wirmeproduktion derberechneten Wirmeproduktion der berechnete: 
Ver- pro qm Obertliche W irme- Vor. pro qm Oberfliche W irme- 
und 24 Std. produktion und 24 Std. produktion 
such von der such von der 
bestimmt berechnet bostimmnten bestimmt berechnet bentimmten 
um um 
Nr. Cal Cal 5 Nr. Cal Cal 9 
127 788 765 2,9 115 789 766 — 2.9 
136 1133 1964 — 6,1 122 897 544 — 5,9 
134 898 872 — 29 131 835 793 — 5,0 
137 797 790 — 0.9 132 758 726 — 42 
114 905 876 — 32 126 922 897 — 2,7 
143 1009 1006 — 0,3 138 961 970 + 0,9 
125 779 771 1,0 110 972 971 — 0,1 
124 919 896 2,5 128 1023 995 — 2,7 
130 1024 1055 + 3,0 113 873 864 — 10 
123 900 869 — 34 112 836 809 — $2 
116 914 881 — 3.6 120 779 721 6.8 
118 776 776 — 119 901 872 — 8,2 
133 855 817 -44 108 936 894 — 4,5 
135 767 750 — 2,2 109 839 870 + 3,7 
111 885 810 ee | 


Mittelwert: 2,6 %- 


c) Grundumsatz. 


In der Tabelle III sind die Werte der Warmeproduktion pro 24 Stunden 
und Quadratmeter K6rperoberfliche nach abfallenden Zuckermengen 
geordnet. Zum Vergleich ist als Grundumsatz der Mittelwert der beiden 
Normalperioden angefiihrt. Er differiert nicht nur bei verschiedenen Tieren, 
sondern ist auch bei ein und demselben Individuum gewissen Schwankungen 
unterworfen. Diese Anderungen im Grundumsatz diirften darauf zuriick 
zufiihren sein, daB die Tiere in der versuchsfreien Zeit nicht bei streng 
gleicher Kost gehalten wurden und sich in einem gréBeren Kafig bewegen 
konnten. Wir fanden im Mittel: 


bei Versuchstier Nr. 7 beidirekter Kalorimetrie 827, bei indirekter 804 Cal. 
= ‘% is ae Se s Pe $78, ., be 872 
ss * ee ae a me 404s 3h ae 750 

is <) AO! +s se a STZ, 4, es 844 ,, 


d) Verabreichung des Zuckers. 

In samtlichen Versuchen wurde den Tieren Rohrzucker als Kohlen- 
hydrat gegeben. Da die Tiere den Wiirfelzucker schwer kauen konnten und 
da bei gréBeren Mengen das Fressen lingere Zeit beanspruchte, vermengten 
wir den Rohrzucker mit Wasser (Fondant), wonach er vom Tiere rasch 
und ohne Inanspruchnahme der Kaumuskulatur aufgenommen wurde. In 
jedem Versuch bestimmten wir dann den Wassergehalt des Zuckers (ge- 
wohnlich 6 bis 7%) und in den Tabellen sind schon die Trockenrohrzucker- 
werte angegeben, welche den Tieren verabreicht wurden. Es wurde auch 
immer der Harn auf Zucker untersucht und im Falle einer Glykosurie die 
Menge des Zuckers bestimmt und von der verabreichten Menge in Abzug 
gebracht. 
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XI. 


Tierische Kalorimetrie. 





e) Der Einflup des Zuckers auf die Wdarmeproduktion. 


In Tabelle III sind die diesbeziiglichen Daten zusammengestellt. In 
dieser Tabelle gilt fiir die Werte der ersten Zeile der einzelnen Versuche 
immer der Tabellenkopf, in der zweiten Zeile ist die Steigerung der Warme- 
produktion der betreffenden Periode in bezug auf den Grundumsatzwert 
in Kalorien angegeben, in der dritten Zeile in Prozenten. 

Nachdem den Tieren durch Offnen der Fiitterungsvorrichtung der 
Zucker gereicht wurde, fraBen sie ihn je nach der Menge in 2 bis 5 Minuten 
auf. Die Tiere legten sich hierauf regelmaBig nieder und verhielten sich 
ruhig?. Aus dem Ausschlag des Galvanometers konnten wir wahrend der 
einzelnen Perioden die Anderungen der durch Strahlung und Leitung ab- 
gegebenen Wirmemengen beobachten und durch Ablesungen nach je 
10 Minuten festhalten. Sofort nach Zuckerfiitterung war ein nur unerheb- 
licher Ausschlag des Galvanometers zu konstatieren, ebenso bei gréBeren 
Zuckermengen. Nur am Ende der ersten Periode und am Beginn der zweiten 
begann eine Steigerung der Warmeabgabe durch Strahlung und Leitung. 
Weiterhin war auch keine wesentliche Erhédhung der Wasserdampfabgabe 

- beobachtet mit Hilfe eines von auBen sichtbaren Haarhygrometers 
unmittelbar nach der Nahrungsaufnahme festzustellen, nur am Ende der 
ersten Periode begann sie miachtig zu steigen. 

In bezug auf Dauer und Maximum der Wirkung des Zuckers gibt 
uns Tabelle II Aufklarung. Aus dieser ist zu ersehen, da das Maximum 
der Wirkung nach gréBeren Zuckerdosen in der zweiten oder dritten 
Periode liegt, nach kleineren Mengen in den meisten Versuchen in der 
ersten Periode. Die Dauer der Erhéhung der Warmeproduktion halt in 
Versuchen, in welchen die Tiere gréBere Mengen Zucker erhielten, noch 
in der 10. Stunde an, in jenen Versuchen, in welchen nur kleinere Mengen 
gereicht wurden, erstreckte sich die Wirkungsdauer aber nicht tiber 
4 bzw. 6 Stunden. Aus der Tabelle geht auch hervor, daB zwischen 
verzehrter Zuckermenge und_ spezifisch-dynamischer Wirkung kein 
quantitativer Zusammenhang besteht, wie bei Eiweibfiitterung. Diese 
Verhaltnisse werden noch besser durch die Tabelle [V demonstriert, in 
welcher die verdauten Zuckermengen und deren chemischer Energie- 
gehalt nach abfallenden Werten geordnet und die Mittelwerte aus der 
Summe der direkten und indirekten Kalorimetrie (auf 24 Stunden und 
Quadratmeter Kérperoberflache berechnet) einzeln fiir jeden Hund in 
Prozenten angefiihrt sind. Aus dieser Tabelle kann man keinen direkten 
Zusammenhang zwischen verzehrter Zuckermenge und _ spezifisch- 
dynamischer Wirkung entnehmen. Auch bei ein und demselben Tier 
sieht man nach kleinen Zuckergaben gréBere Steigerungen als nach 
gréBeren. 

Wenn man diese Tabelle mit der die spezifisch-dynamischen 
Wirkung der Fette angebenden vergleicht (Tabelle V), so sieht man, 


1 Die Bewegungen der Tiere wurden auf ein Kymographion durch eine 
besondere Vorrichtung iibertragen. Ihr Verhalten ist in der Generaltabelle 
angegeben. 
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daB die prozentuale Erhéhung nach Fettdarreichung noch vie! 
weniger der gereichten Menge entspricht, als nach Kohlenhydrat- 
zufuhr. In dieser Tabelle kann man ganz kleine Erhéhungen nach 
groBen Fettmengen, hingegen groBe nach kleinen Mengen auffinden. 
Nach Kohlenhydratfiitterung findet man nach groben Zuckermengen 
stets gréBere Erhéhungen, die aber keine RegelmaBigkeit aufweisen. 
Nach Verabreichung kleinerer Zuckermengen sind Steigerungen wahr- 
zunehmen, wie sie auch bei mittelméBigen vorkommen. Auf die Er- 
klarung dieser Erscheinung werden wir bei der Besprechung der Er- 
gebnisse zuriickkommen. An dieser Stelle wollen wir nur auf Grund dei 
Tabelle IV feststellen, dab ein Zusammenhang zwischen verabreichte 
Zuckermenge und deren chemischem Energiegehalt nicht vorhanden ist. 
Nur nach Darreichung gréperer Zuckermengen ist die spezifisch-dynamisch« 
Wirkung groper, zeigt jedoch keine quantitativen Zusammenhange. 


{) Vergleich zwischen Wdrmeproduktion und Sauerstoffverbrauch. 

Bei einem Vergleich der einzelnen Versuchsperioden der direkten 
und indirekten Kalorimetrie, findet man — wie es in den Versuchen mit 
Kiweif und Fettstoffen zu konstatieren war — in der ersten Periode bei 
der indirekten Kalorimetrie héhere Werte als bei der direkten. In der 
ersten Periode findet man in 26 von 29 Versuchen gréBere Werte bei der 
indirekten Kalorimetrie (Sauerstoffverbrauch), und bei den drei ab- 
weichenden Versuchen sind die Differenzen nicht wesentlich. Hingegen 
weisen die letzten Perioden héhere Werte bei der direkten Kalorimetrie 
auf. Der Unterschied gleicht sich aber aus, wenn wir bei direkter und 
indirekter Kalorimetrie die Mittelwerte des ganzen Versuchs_ beriick- 
sichtigen. 

Dieses verschiedene Verhalten zwischen direkter und indirekter Kalori- 
metrie wird sehr schén wie wir es in unserer friiheren Abhandlung tiber 
die spezifisch-dynamische Wirkung der Eiweifistoffe darlegten durch 
die kalorischen Werte (Cal/O,) demonstriert. Diese Werte — welche in den 
Generaltabellen angefiihrt sind weichen in den Normalperioden von den 
von Magnus-Lévy (17) angegebenen kaum um 2 bis 3% ab, sinken aber in 
der ersten Periode und steigen in den letzten auf Werte, welche den zu- 
gehérigen respiratorischen Quotienten nicht entsprechen. In 26 von 29 Ver- 
suchen war der kalorische Wert in der ersten Fiitterungsperiode gegeniiber 
den Normalperioden deutlich niedriger und viel kleiner, als dem respiratori- 
schen Quotienten entsprechen wiirde. Nur einige auBerst extreme Beispiele 
sollen hier angefiihrt werden. Im Versuch 134 war der kalorische Wert 4,18 
(RQ.: 0,850), im Versuch 137 4,15 (RQ.: 0,810), im Versuch 124 4,55 
(RQ.: 1,02), im Versuch 130 4,09 (RQ.: 0,929), im Versuch 138 4,10 
(RQ.: 0,821) und im Versuch 113 4,20 (RQ.: 0,899). So niedere Werte 
wie bei den EiweiBversuchen konnten in den Zuckerversuchen nicht beob- 
achtet werden. Diese miissen aber noch extremer eingeschatzt werden, 
wenn wir bedenken, daB die respiratorischen Quotienten in den Zucker- 
versuchen viel héhere Werte aufweisen, als in den entsprechenden Perioden 
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Tierische Kalorimetrie. 


Tabelle IV. 





Gefiitterte Chemischer \ sre spezifisch-« amische g bei 
wei —— Encemiegehane littlere spezifisch-dynamische Wirkung b 
mia is Zuckermenge : : 
Nr. g Cal Hund Nr.7 Hund Nr. 12 Hund Nr. 13 Hund Nr. 15 
127 96,1 403,7 8,3 
136 92.4 388,2 9,1 
134 89.6 376,2 10.7 
137 83,9 352.5 18,2 
114 76,2 320,1 13.4 
143 76,0 319,2 23,0 
125 76,5 317,1 10,3 
124 tL9 299,9 15,8 
130 68,1 286,2 15,5 
123 59,4 249,2 12,2 
116 58,1 243.9 We 
118 57,1 239,8 8,3 
133 56,6 237,7 4.3 
135 55,2 231,9 7,4 
111 43,0 180,6 10,0 
115 39,1 164,1 YJ 
122 35,2 147,8 4.9 
131 32,1 134,9 0,1 
132 29,4 123,6 36 
126 29,3 123,3 3,6 
138 29,1 122,5 5,0 
110 28,7 120,4 0,3 
128 27,6 116,0 8,5 
113 24,4 92,5 6,0 
112 21,1 88,5 2,1 
120 20,3 85,3 5,2 
119 15,7 66,1 2,8 
108 15,0 62,8 9.3 
109 14,3 60,1 4.2 


der EiweiBversuche. In den letzten Perioden sieht man hingegen gréBere 
kalorische Werte, als sie dem respiratorischen Quotienten entsprechen 
wiirden. So betragt der kalorische Wert im Versuch 134 5,82 (RQ.: 0,829), 
im Versuch 137 5,60 (RQ.: 0,989), im Versuch 124 5,36 (RQ.: 0,916), im 
Versuch 130 5,55 (RQ.:0,923), im Versuch 138 5,39 (RQ.: 0,750), im Ver- 
such 113 5,19 (RQ.: 0,705). Man findet sogar extrem hohe Werte, wie z. B. 
im Versuch 136 6,23 (RQ.: 1,03) und im Versuch 127 6,30 (RQ.: 1,05), 
bei welchen eben wegen der iibergroBen verabreichten Zuckermengen auch 
respiratorische Quotienten iiber 1,0 vorkamen. Die Differenzen zwischen 
direkter und indirekter Kalorimetrie waren in den betreffenden Perioden 
dieser Versuche am gréBten, in welchen den Tieren die gr6éB8ten Zucker- 
mengen gereicht wurden. 

Die zwischen direkter und indirekter Kalorimetrie bestehende 
Diskrepanz kann man somit nicht nur nach Eiweibfiitterung auffinden, 
sondern sie besteht ebenso nach Zuckerzufuhr. Wir kénnen somit be- 
haupten, daB nach Zuckeraufnahme ebenfalls kein strenger Parallelismus 
zwischen Sauerstoffaufnahme und Warmeabgabe besteht. Eine Er- 
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klarung dieses verschiedenen Verhaltens wurde in der Mitteilung iibe: 
spezifisch-dynamische Wirkung der EiweiBstoffe ausfiihrlich dargelegt. 
An dieser Stelle soll nur noch einmal betont werden, daB diese Erklarung 
auch fiir den Zustand nach Kohlenhydratfiitterung besteht. Somit ist 
fiir sdimtliche Nahrungsstoffe bewiesen, dap in der Verdauungsperiode der 
Sauerstoffverbrauch mit der Wdrmeabgabe nicht synchron verliuft. 


g) Beteiligung der Wasserverdampfung 
an der Wdarmeabgabe. 


Aus Tabelle V ist ersichtlich, daB in den Normalperioden der Anteil 
der Wasserverdunstung an der Warmeabgabe ziemlich konstant ist. Es 
kommen zwar individuelle Schwankungen vor, aber in den meisten 
Versuchen betragt dieser Anteil nicht tiber 20°. Die niedrigsten Werte 
der Wasserverdunstung wurden bei Hunden gefunden, die die langste 
Zeit hungerten (13 bis 15°), hingegen kamen bei Tieren, welchen die 
Nahrung nur wenige Stunden vor dem Versuch entzogen wurde, auch 
Werte bis zu 30°, vor. 

In den Fiitterungsperioden sind die Werte der Wasserverdunstung viel 
héher und es ist somit die Warmeabgabe auf diesem Wege viel gréBer als 
durch Strahlung und Leitung. Die gr6éBten Steigerungen findet man nach 
groBen Zuckerdosen: z. B. im Versuch 136 Erhéhung von 26 °% (Mittel der 
Normalperioden) auf 39%, etwa 50%, im Versuch 127 von 13 auf 22, 
ungefaihr 60°, im Versuch 143 von 19 auf 29, wiederum etwa 50%. In 
diesen Versuchen wurden dem Tiere 92, 96 bzw. 76g Zucker gegeben. In 
den Versuchen 138, 113 und 112, in welchen 29 bzw. 24 bzw. 21 g¢ Zucker 


gereicht wurden, war die Steigerung nicht gr6éBer als 25°). 


Die gesteigerte Wasserverdunstung zeigte ihr Maximum gewohnlich 
in den ersten 4 Stunden nach Zuckerzufuhr. Sie dauerte um so langer an, 
je gréBere Zuckermengen gereicht wurden. 


Nach Fettverabreichung war die Steigerung der Warmeproduktion 
gleichmaBig auf Strahlung und Wasserverdampfung verteilt. Der ver- 
abreichte Speck besitzt nur einen sehr geringen Wassergehalt. In den Ei- 
weibfiitterungsversuchen hatte die Wasserverdampfung einen bedeutend 
gréBeren Anteil an der Warmeabgabe als die Strahlung und Leitung. 
Diese Erscheinung fiihrten wir auf den gréBeren Wassergehalt der ver- 
abreichten Nahrung zuriick, da das Fleisch etwa 75, das Eiklar beinahe 
0) & Wasser enthalt. Wie erwaihnt, betrug der Wassergehalt des Rohr- 
zuckers 6 bis 7°. Da die Wasserverdunstung nach Zuckerzufuhr noch 
gréBer war, als in den EiweiBversuchen, kénnen wir die Steigerung nicht 
allein auf die eingefiihrte Wassermenge zuriickfiihren, sondern wir miissen 
darauf schlieBen, daB die intermedidren Stoffwechselvorgdinge bei der 
Kohlenhydratverbrennung mit Freiwerden gréperer Wassermengen ver- 
bunden sind. 
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des Versuchs 


und Tier 


Nr. 


137 
13 


114 


143 





Versuchs- 


periode 


Von der auf 24 Std. 
berechneten Wiarme- 
abgabe entfallen auf 
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we Se | we se 
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381,9! 58.0) 87: 13 
383.6 4 : 
399.2; 77,2; 84) 16 
$04.7, 85,2 

401,8 | 113,2 22 
103.8; 92,0) 81 19 
403,0| 83,9] 83 1 


470,1 | 159,9| 76: 24 
469,9|189,1| 72 28 
469.1 }318,6! 61 | 39 
455,9 |307,1; 61 | 39 
444.41234.0' 67 33 
464,3 | 252.5, 66! 34 
461,4/215.0' 69 31 


454.2 76.1 86 
433,7| 67,7) 87 
466.0 5106.0 8&2 
476.6 138.7 

481,6'138,3 78 
459.7! 735.5 8&6 


447.3! 76,1 86 


340.4) 52,7 1 
344,9| 54,2) 87) 1 
365,2; 73,1 l 
383,6; 89,0 81 19 
394,5; 95,7 81 19 
386,3 | 79,0; 831 17 
382.5; 82.3 82; 18 


376,8 |107,7 78 ; 22 
376,7|}121,7| 76} 24 
386,0 | 229.1: 63 37 


386.8 226.5 63 37 
390.51134.0 75 | 25 
388,0 | 138,1 
387,8'103,0 79) 21 
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316,3| 81,5; 79); 21 
842,7|127,8; 73 | 27 
371,9| 154.6 71 | 29 
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330,0; 89,2; 79; 21 
394.7) 79.5: 79) 21 
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Tabelle V (Fortsetzung). 
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Von der auf 24 Std. Von der auf 24 Std. 
m= berechneten Warme- - berechneten Wirme- 
S abgabe entfallen auf = abgabe entfallen auf 
a =) @le | whee 2s | wlg 
2 Versuchs- =. (5 | Beles lee Versuchs- = ne Bs 
pe periode bee oS ue oe ‘ periode = $= Be 
oe sx aes se- a8] o s “a6 ss 
~=F =o ea =9 | Sa a] a Za = "S 
Z [to a ‘En a E F a ‘eH 
, z. - 1m ad cae L. > ie 
Cal Cal On | 0 Cal Cal 0 0 
LN.P. (397,7| 79,7 84) 16} y19{ ULF. P. 322.0 78,1 81 19 
Be say 395,7; 81,8; 83 | 17 {i IV. 324,5| 83,3) 80. 20 
12) LF.P. (4083) 961 81 197 121) Vv. 330.9 77,5) 81 19 
IT. 410,41107,9;| 79 | 21 = ~oel « . ¥ 
13) TH. $10,4 82,8 83 17 LN.P. 418.2) 81,8) 85 15 
IV. 395.9 77,0, 84 16 HT. 7, |415,5) 98,3; 82 18 
V 407.0 83.3 83 17 108 LPP. $27.9} 131,7 (6 | 24 
Sait, ¢ x j y LI. 432,7/142,1| 76 24 
IL.N.P. |347,9| 82,5) 81 | 19 “WITT. 426,7|118,2; 79 21 
ae 358,6, 84,6; 81 19 IV. 414.9 130.6) 76 24 
120 LF? 381,2 }112,5| 77 | 23 V. 387,6 | 145,6| 73 | 27 
I] 364,8 118.4: 76 24 rp jlases! ma. . 
13 Ill 366 1 97.3) 79 2] I, N.f 378.7 41,5 84 16 
% ana AMAT Reet és I] 393.8 108.7: 78 22 
T\ 356.0 99,9 8 | 22 wn “ : aa 
: ood, JI, me S64 109 I F p 381.1 137.7 =) 2 
V 369,1}105,5| 78 | 22 eee Tea rt oe to 
breil ; ' r 13)) I. 391,8 | 120,4| 76 24 
.N.P. |308,4| 73,0; 81 | 19 IIf. 384,9| 95,5' 80 20 
119] II. ,, ||330,6/113,2) 75 | 26 IV. 382,8 98.5 79 21 
12 lL F.P 336,5 |145,4. 70 | 30 
Il. 329,2/111,5 75} 26 
N.P Normalperiode, F. P. = Fiitterungsperiode. 


Die respiratorischen Quotienten in den Normalperioden gaben mit 


h) Verhalten 


des respiratorischen Quotienten. 


Ausnahme einzelner Versuche Werte, welche nicht unter 0,72 und kaum 


iiber 0,74 waren. 


Wir fanden in den Versuchen, in welchen die Tiere 





168 Stunden vor dem Versuch hungerten, gewohnlich niedrigere Werte, 
in jenen, bei welchen die Hungerperiode ganz kurz war, noch grébere 
Quotienten. In den meisten Versuchen zeigte sich nach Zuckerzufuhr 
schon in der ersten Periode eine machtige Steigerung des respiratorischen 
Quotienten. Je gréBer die gereichte Zuckermenge war, desto linger 
dauerte die Steigerung des respiratorischen Quotienten an und desto 
groBer war sein Wert. Nach Zufuhr sehr groBer Zuckermengen fanden 
wir auch noch nach 10 Stunden hohe Quotienten, obwohl die Steigerung 
in der Warmeproduktion im Abklingen war. So z. B. im Versuch 127 
1,05, im Versuch 136 1,03, im Versuch 114 0,890, im Versuch 124 0,939, 
im Versuch 123 0,920. Nach mittelgroBen Zuckerdosen fallt das Maxi- 
mum des respiratorischen Quotienten auf die 6. bis 8. Stunde und ist 
noch tiber dem normalen Hungerwert, trotzdem die Warmeproduktion 
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schon die den normalen entsprechenden Wert zeigt. Nach kleine: 
Zuckerdosen erreicht der respiratorische Quotient sein Maximum in de; 
4., ausnahmsweise in der 6. Stunde und zeigt in der 10. Stunde schon 
normale Werte. Die Erhéhung des respiratorischen Quotienten und das 
Verbleiben auf dieser Héhe ist der eingefiihrten Zuckermenge propor 
tional. Nach extrem groBen Zuckergaben und hauptsachlich in jenen 
Versuchen, in welchen die Tiere vor dem Versuch nur kurze Zeit hungerten 
(somit noch iiber groBe Kohlenhydratreserven verfiigten) bekamen wit 
respiratorische Quotienten, die 1,0 tibertrafen. So in Versuch 127 1,05 
(96 g Zucker), im Versuch 136 1,03 (92g), im Versuch 143 1,05 (76 g), im 
Versuch 124 1,08 (72g). Dies spricht dafiir, daB aus Zucker Fett ge- 
hildet wurde. 
t) Besprechung der Versuchsergebnisse. 

In der Literatur finden sich viele Erklérungsversuche iiber das 

Wesen der spezifisch-dynamischen Wirkung der Kohlenhydrate. 


Nach Rubner besitzt der Rohrzucker deshalb eine spezifisch-dynamische 
Wirkung, weil er sich zuerst in Traubenzucker umwandeln mu. Diese 
Erklarungsweise kann deshalb nicht aufrecht erhalten werden, da der 
Traubenzucker ebenso eine spezifisch-dynamische Wirkung besitzt. Nach 
Lusk soll die Extrazufuhr von Heizmaterial die Ursache der spezifisch- 
dynamischen Wirkung der Glykose sein und er bezeichnet diese als den 
Stoffwechsel der Glykoseplethora. Neuere Arbeiten zeigten aber, daf 
die Ansicht von Lusk modifiziert werden muB. Mann (18) fand z. B. eine 
Erhéhung des Stoffwechsels nach Glykosezufuhr, ohne eine Veraénderung des 
respiratorischen Quotienten zu finden. Dewel (19) findet keine Beziehung 
zwischen den oxydierten Kohlenhydraten und deren spezifisch-dynamischen 
Wirkung. Nach Schirlitz (20) setzt der Mehrverbrauch (spezifisch-dynamische 
Wirkung) bei Traubenzucker wesentlich friiher ein, als die Verbrennung des 
Zuckers. Somit hat die spezifisch-dynamische Wirkung nichts mit der 
dissimilatorischen Phase des Kohlenhydratstoffwechsels zu tun. Die Ver- 
brennung der Kohlenhydrate ist unabhaingig vom Blutzucker, so daB ein 
Gewebereiz durch den Blutzucker als Ursache der spezifisch-dynamischen 
Wirkung ausgeschlossen werden kann. Nach Carpenter und Fox (21) steht 
die spezifisch-dynamische Wirkung der Kohlenhydrate in keiner Beziehung 
zur Menge der verbrannten Kohlenhydrate und riihrt von der Warme der 
intermediaren Reaktion zwischen Traubenzucker und Glykogen her. Nach 
Baur (22) setzt eine langdauernde Uberernahrung die spezifisch-dynamische 
Wirkung der Kohlenhydrate herab und sie wird viel gréBer, wenn die Ver- 
suchsperson glykogenarm ist. Dann und Chambers (23) zogen aus ihren mit 
lange Zeit hungernden Hunden ausgefiihrten Versuchen den SchluB, dab 
die spezifisch-dynamische Wirkung des Traubenzuckers weder von der 
Menge des verbrannten Zuckers, noch von der Blutzuckerkonzentration 
abhangt. Sie riihrt wahrscheinlich von der Warmeerzeugung im inter- 
mediairen Stoffwechsel her. Nach Me Clellan (24) ist die Extrawarme- 
erzeugung groBer, wenn die Kohlenhydrate in der vorher gereichten Nahrung 
eingeschrankt wurden. Die spezifisch-dynamische Wirkung riihrt von der 
Energie her, welche zu Umwandlungsprozessen und zur Speicherung der 
Glykose als Glykogen nétig ist. F 

Wahrend iiber die Wirkung kleiner und mittlerer Zuckerdosen Uberein- 
stimmung besteht, sind die Angaben iiber groBe Dosen voneinander ab- 
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weichend. Lusk (25) behauptet, daB von einer gewissen Grenze an weitere 
Kohlenhydratzulagen den Kalorienumsatz kaum erhéhen; nach Hari (26) 


bewirken groBe Dosen besonders groBe Umsatzsteigerungen. Wierzwchowsk y 
und Ling (27) fanden nach groBen Gaben bis zu 100 °% steigende Erhéhungen 
des Grundumsatzes. Sie warfen die Frage auf, ob die spezifisch-dynamische 
Wirkung vollstandig von den intermediadren Reaktionen, welche an der 
Spaltung und dem Wiederaufbau der Traubenzuckermolekiile beteiligt sind, 
herriihrt, oder von einem UberschuB verbrennbarer Stoffwechselprodukte, 
welche durch ein erweitertes kapillares Bett kursieren. Der Umsatz der 
Zuckermolekiile hat nichts zu tun mit der spezifisch-dynamischen Wirkung, 
da bei diabetischen Patienten, oder bei Phlorrhizindiabetes der Hunde 
keine Zunahme nach Zuckerdarreichung zu konstatieren war. <Abelin (28) 
ist der Meinung, daB die spezifisch-dynamische Wirkung eher von der 
Reaktionsfahigkeit des Organismus, als von der Natur der zugefiihrten 
Nahrstoffe abhangig ist. 

Es werden also ebenso wie bei den Eiweifstoffen auch bei den 
Kohlenhydraten viele Erklarungsméglichkeiten vertreten. 

Wenn wir von der schon widerlegten Rubnerschen und Luskischen 
Ansicht iiber die spezifisch-dynamische Wirkung der Kohlenhydrate 
absehen, stehen unsere Versuchsergebnisse mit denen der Literatur der 
letzten Jahrzehnte in ziemlich guter Ubereinstimmung. 

Beziiglich der GréBe der spezifisch-dynamischen Wirkung der 
Kohlenhydrate sprachen wir schon in unseren friiheren Arbeiten die 
Vermutung aus, daB die spezifisch-dynamische Wirkung der Fette 
kleiner sein muB, als die der Kohlenhydrate, da die Fettreserven gréBer 
sind, als die Glykogenreserven. In der Tat kénnen wir wie aus 
Tabelle IV ersichtlich ist nach gréBeren Zuckerdosen héhere Werte 
der spezifisch-dynamischen Wirkung finden, wie nach Fettzufuhr, 
trotzdem die eingefiihrte Zuckermenge weniger Kalorien entspricht, 
wie die der Fette. So z. B. gaben Zuckermengen, welche 352,5, 320.1, 
319,2, 299,9 bzw. 286,2 Kalorien entsprechen, eine spezifisch-d ynamische 
Wirkung von 18,2, 13,4, 23,0, 15,8 bzw. 15,5, Zahlen, welche in der 
Zusammenstellung fiir spezifisch-dynamische Wirkung der Fette nicht 
vorkommen, trotzdem Fettmengen bis 577,3 Kalorien gegeben wurden. 
Die spezifisch-dynamische Wirkung der Kohlenhydrate zeigt demnach 
immer gréBere Werte als die der Fette. 

Wie aus Tabelle IV zu entnehmen ist, beziehen sich die grofen 
Prozentzahlen der spezifisch-d ynamischen Wirkung nur auf groBe Zucker- 
dosen. Bei kleinen Zuckerdosen sind die Werte der spezifisch-dynami- 
schen Wirkung geringer, aber es besteht wieder — wie auch bei den Fetten 
zu ersehen war — kein quantitativer Zusammenhang zwischen ver- 
abreichten Zuckermengen und der ihnen entsprechenden spezifisch- 
dynamischen Wirkung. So z. B. ist bei Hund Nr. 15 nach 57 g Zucker 
eine Erhéhung von 4,3°%, bei Hund Nr.7 nach 15g eine solche von 
9,3 °%, festzustellen. Bei demselben Tier finden wir auch gréBere Werte der 
spezifisch-dynamischen Wirkung bei kleineren Dosen (siehe Tier Nr. 12). 
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des Tieres 
am Beginn 
und Ende 
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28,37 
12,51 
12.65 
16,64 
15,19 
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11,09 
12,39 
120,20 
125,03 


18,61 
9 46 
10,15 
12,73 
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S44 
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knappheit nur diejenigen Beispiele eingetragen, auf welche wir uns im 
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Gens 





Ende 


Gewicht 
des Tieres 
Ver- Tier am Beginn 
such und Ende 
des Ver- 

suchs 


Sanerstott- 
Datum verbrauch 


Tieres am Be- 
des Versuchs 


Temperatur des 
2>ginn und 


Nr. g 
12 7778.80 8. IJ. 1935 

7727,60 23, qh_jyh 22,79 

1yh_13h 10,07 

13h_1 Hh 9.98 

1551 7h 13,87 

17h—19h 11,32 

{gh__gyh 11,45 

21h__g9gh 9,23 

23h jh 9,58 


x 
x 
Y 


Zusammen: bestimmt 98,29 
berechnet 102,37 


12 7523.00 38,5 5. IV. 1935 

7447.50 25,2 20,80 
25.9 i 10,34 

26,2 3°—1! 10,53 

26,5 a, 13,00 

26.6 ‘ 10,43 

26.2 gh__§ 9,50 

25,9 7 — 25 11,26 

25.7 , 8.33 

Zusammen: bestimmt 94,19 

berechnet 94,71 


8232.30 ; 23. II. 1934 

8146.20 25,3 hh 20,93 | 22,90} 24,96 
26.3 11h_13h 9,46 9.29 10,86 
26.5 13515h 9,46 9,96 10,16 
27,0 15h 7h 12,07 | 14,92} 14,62 
27.4 17h—19h 9,87 10,79 | 13,31 
27,1 1gh_gjh 9,08 10,00) 12,62 
26,9 2 1h__ggh 10,11 10,55 | 11,52 
26,8 2Q3h__ jh 8.79 8,52 | 10,30 


87 
75 
70 
102 
92 
88 
80 
7s 


Zusammen: bestimmt 89,77 
berechnet 92.89 


Es eriibrigt sich nur noch die Erklarung, warum sich Kohlenhydrate 
in gr6Beren Quantitéten eingefiihrt anders verhalten als in mittel- 
groBen und kleinen. Wie in unseren friiheren Arbeiten dargelegt wurde, 
ist die spezifisch-dynamische Wirkung der stickstofffreien Substanzen 
deshalb niedriger, weil der Organismus an ihnen Reserven besitzt und es 
fiir ihn nicht notwendig ist, sie sofort zu verbrennen, wie dies bei den 
EiweiBstoffen der Fall ist. Die Kohlenhydratreserven werden aber viel 
schneller aufgebraucht, als die der Fette, und der Organismus geht mit 
ihnen viel sparsamer um, da eine gewisse Menge immer benétigt wird (in 
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77,4 48,7 8,91; 920 946 || 4,54 LN. P 2 
76,9 | 46,1 |i— 8,91! 939 964 4,55 be, 2 
102,9 | 62,9 |i—- 7,4) 1044 | 1221 | 4,10 Ber. 29.1 ¢ Zucker 3 
10?,9' 55,4 ||— 7,4) 1023 | 979) 5,01 II. 2 
74,0; 62,3 |}— 74! 935 868 | 5,02 III. 2 
77,4 51,6 ||— 7,4) 953 | 1081! 4,32 IV. 3 
62,4 56,0 7,41} 879 768 5.39 V. l 
87,1; 36,1 ||}— 5,6! 851 902 4,41. Vorperiode nach 72" Fasten I 
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70,9 49,8 ||-—- 5,6!) 835 826 4,79 i ae 1 
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88,0) 77,6 - 4.6) 880 799 || 5,26 |} III. l 
80,4; 53,9 ||— 4.6 855 874 | 4,58 IV. l 
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erster Linie zur Aufrechterhaltung des Blutzuckerspiegels). Wenn der 
Organismus nicht iiber geniigende Reserven verfiigt oder wenn die 
Kohlenhydrate in sehr groBen Mengen eingefiihrt werden, so werden sie 
sofort verbrannt, ein Vorgang, der zu verhaltnismaBig gréBeren 
Steigerungen der Warmeproduktion fiihrt. Verfiigt aber der Organismus 
iiber gréBere Kohlenhydratreserven, so ist die Verbrennung der ein- 
gefiihrten Menge nicht so dringend und es werden zuerst die schon fiir 
die Verbrennung vorbereiteten Reservestoffe verbrannt. Letztere 
wurden — wie wir es bei der Erklirung der Fett verbrennung darlegten 
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infolge des vorbereiteten Zustandes eine relativ geringere spezifisch 
dynamische Wirkung zeigen, als frisch eingefiihrte und sofort zur Ver 
brennung gelangende Kohlenhydrate, die zur Verbrennung erst in eine: 
geeigneten Zustand iibergefiihrt werden miissen. 


Zusammenfassung. 

1. Die spezifisch-dynamische Wirkung der Kohlenhydrate ist bei 
Darreichung gréBerer Zuckermengen gréBber als die der Fette. Nach 
Verabreichung kleinerer Zuckermengen kann man keinen quantitativen 
Zusammenhang zwischen spezifisch-dynamischer Wirkung und_ ver- 
abreichter Zuckermenge finden. 

2. Diese Erscheinung wird dadurch erklart, daB bei Vorhandensein 
von Kohlenhydratreserven im Organismus keine sofortige Verbrennung 
der neu eingefiihrten Kohlenhydrate erfolgt und es daher nicht zu 
einer entsprechenden spezifisch-dynamischen Wirkung kommen mub. 

3. Da das Warmeplus nach Kohlenhydratzufuhr zum groBen Teil 
von der erhéhten Wasserabgabe herriihrt, kommen wir zur Folgerung. 
daB die intermediaren Stoffwechselvorginge bei der Kohlenhydrat- 
verbrennung mit dem Freiwerden gréBerer Wassermengen verbunden sind. 

4. Die Warmeabgabe verlauft nach Kohlenhydratfiitterung nicht 
mit dem Sauerstoffverbrauch synchron, wie dies schon bei EiweiB und 
Fettfiitterung nachgewiesen wurde. 
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Neue Methode zur Fettbestimmung in 0,1 cem Blut oder Serum. 
Von 
Julius Suranyi und Peter Véghelyi. 
(Aus der Kinderklinik der Kgl. ungar. Pazmany Universitat in Budapest.) 
(Eingegangen am 25. November 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Zur chemischen Untersuchung des Blutes wurden zahlreiche 
Methoden ausgearbeitet. Wahrend ein Teil dieser Methoden infolge 
ihrer Vollkommenheit allgemein verbreitet ist (Stickstoffbestimmung 
nach Ajeldahl, Zuckerbestimmung nach Hagedorn und Jensen, usw.), 
verfiigen wir zur Bestimmung anderer Substanzen tiber keine genauen 
und einfachen MeBmethoden. Jn diese Gruppe gehért auch die Be- 
stimmung der Fette. Die klinische Anwendbarkeit scheitert bei den 
meisten Methoden an der Menge der erforderlichen Substanz. Schon 
die einzelnen, insbesondere die serienweisen Bestimmungen werden 
auch am Erwachsenen erschwert, wenn die Blutentnahme aus der Vene 
erfolgen muB. Die Schwierigkeit ist noch viel gréBer im Kindesalter, 
und uniberwindlich bei Sauglingen. Die sogenannten Mikroverfahren 
sind im allgemeinen recht kompliziert, ein Teil von ihnen ist auch nicht 
entsprechend genau. Aus diesem Grunde haben wir versucht eine 
Methode auszuarbeiten, zu der bei entsprechender Genauigkeit hochstens 
0,l cem Blut bzw. Serum erforderlich ist. 

Das im Blut enthaltene Fett wird in drei Gruppen geteilt: Neutral- 
fett, Cholesterin und andere Sterine, sowie Lecithin und P-haltige 
Lipoide. Die Menge, sowie das Verhaltnis dieser Substanzen ist sehr 
verschieden und innerhalb dieser Gruppen sind eigentlich mehrere, 
in ihrer individuellen Struktur naher nicht definierte Substanzen zu- 
sammengefaBbt. In der vorliegenden Mitteilung wird eine Methode 
zur Bestimmung des Gesamtfettes, sowie des Lecithins beschrieben. 
Wir werden aber danach trachten, diese durch eine Cholesterin- 
bestimmung zu vervollstaéndigen, welche auf demselben Prinzip beruht. 


I. Das Prinzip der Methode. 


Mit einem Fettlésungsmittel wird das Gesamtfett des Blutes 
extrahiert, der Extrakt mit einer wasserigen Lésung zusammengebracht 
und die entstandene Triibung im Zeissschen Stufenphotometer ge- 
messen. 

Beziiglich des Prinzips erhielten wir gewisse Anhaltspunkte aus zwei 
Arbeiten. Die eine ist die von L.Suranyi und A. Korényi mitgeteilte 
titrimetrische Cholesterinbestimmung, die gleichfalls auf der Unléslichkeit 
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des Cholesterins in Wasser fuBt. Die andere Arbeit, auf die wir wahrend 
unserer Versuche aufmerksam geworden sind, ist die von Bloor-Pelkan- 
Allen. Es handelt sich dort um eine nephelometrische Methode, bei der das 
Fett, so wie bei uns, mit Wasser emulgiert wird. Uber die Brauchbarkeit 
dieser Methode konnten wir uns weder mittelbar, noch unmittelbar ver- 
gewissern, da wir keine einzige Arbeit gefunden haben, in der diese Methode 
angewendet wurde. Nach dem neuen Buch von Van Slyke hat Bloor selbst 
diese Methode fallen gelassen. 


II. Die Bedingungen fiir die Anwendung der Methode. 


Von der Erkenntnis, da8 in einem mit Wasser mischbaren Lésungs- 
mittel geléstes Fett auf Zugabe von Wasser bzw. wasseriger Lésung 
eine Triibung erzeugt, ist es noch weit bis zu einer reproduzierbaren 
Methode. Wenn man Triibungen mibt, wie dies letzten Endes im Stufen- 
photometer geschieht, mu8 man von vornherein dariiber im klaren sein, 
daB nur dann eine mit der Konzentration proportionale Triibung 
zu erwarten ist, wenn die disperse Phase mit konstanter TeilchengréBe 
ausgeschieden wird. Dies gilt fiir alle Triibungsmessungen. Es ist 
méglich, daB8 dieser Umstand in einigen Fallen sozusagen von selbst 
verwirklicht wird; bei dem Fett liegen die Verhaltnisse grundsatzlich 
anders. Zur Erfiillung der Voraussetzung der Methode, daB die sich 
ausscheidenden Fetteilchen gleich groB sein sollen, sind besondere MaB- 
nahmen erforderlich. 

Die Ausscheidung der Teilchen ist ein iiberaus kompliziertes physi- 
kalisch-chemisches Problem. Im allgemeinen ist der Vorgang abhiangig 
von dem Mengenverhialtnis zwischen Lésungsmittel und unléslicher Phase, 
insofern diese unter sich mischbar sind, von der Dielektrizitatskonstante 
der Fliissigkeiten, von ihrer relativen Grenzflichenspannung, von der Tem- 
peratur, von den anwesenden Elektrolyten, von der Wasserstoffionen- 
konzentration, und vielen anderen Faktoren. Einige dieser Faktoren sollen 
einzeln betrachtet werden. 


a ) Das Fettlésungsmittel. Da nur von mit Wasser mischbaren Fliissig- 
keiten die Rede sein kann, kommen niedrige Alkohole sowie Aceton in 
Frage. Das gewohnliche Aceton ist unbrauchbar; entweder wurde das 
iiber konzentrierter Schwefelséure bei 70° gewonnene Destillat verwendet 
oder das analytisch reine Praparat von Merck. Bedingung fiir die Ver- 
wendung von Athylalkohol ist gré8te Konstanz seiner Konzentration. Wir 
benutzten das analytisch reine, 99,5 bis 99,7 %ige Praparat, das in einer mit 
Chlorealciumréhre versehenen Wulffschen Flasche gehalten wird. 


b) Die wdsserige Phase. Anfangs haben wir mit destilliertem Wasser 
gearbeitet. Auf diese Weise erhalt man keine gleichmaSige Triibung. 
Nach vielfachem Suchen benutzen wir folgende Mischung: 100 cem 
analytisch reine Salzsiure werden mit destilliertem Wasser auf 1000 ccm 
aufgefiillt, wobei 10 cem Butylalkohol tropfenweise unter haufigem Riihren 
zugegeben werden. Das Gemisch soll vollstandig klar sein. Die mit dieser 
Lésung gewonnene Triibung ist viel stirker als bei Anwendung von Waser. 
Es scheint also, daB hierbei die Teilchenzahl entsprechend gréBer ist. Die 
Bedeutung des Butylalkohols ist vielleicht darin zu suchen, da8 durch ihn 
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die Grenzflaichenspannung des Wassers herabgesetzt wird, und auf diese 
Weise eine vollstandigere Mischung und eine feinere Emulgierung ermég- 
licht wird. Die Salzsiure wirkt wahrscheinlich sowohl chemisch wie auch 
physikalisch. Unsere vergleichenden Messungen zeigen, daf mit diesem 
Gemisch eine ungefihr doppelt so starke Triibung als mit reinem destil- 
lierten Wasser zu erreichen ist. Die Zugabe von Salzen erwies sich als 
wirkungslos. 

c) Die Methode der Fdllung. Die Triibung kann auf verschiedene Weise 
hervorgerufen werden, sowohl durch EingieBen des Extraktes in die wisserige 
Phase wie auch umgekehrt. Schon mit dem bloBen Auge kann man sich 
iiberzeugen, daB die Intensitat der Triibung in héchstem MaBe von der Art 
der Fallung abhangig ist. In der erwahnten Methode von Bloor, Pelkan und 
Allen wird die Fallung so ausgefiihrt, daB die wasserige Phase in einem 
GefaB sich befindet und der Alkoholextrakt durch einen bis zum Boden 
des GefaiBes gesenkten, fein ausgezogenen Trichter zugelassen wird. Leider 
gelang es uns weder auf diese, noch auf andere einfachere Weise, eine bei 
wiederholter Ausfiihrung identische Triibung zu erreichen. Wir kamen zu 
dem Ergebnis, da zur Verwirklichung des Prinzips eine sehr langsame, 
gleichmaBige und jedenfalls von dem Untersucher unabhangige Fallung 
erforderlich ist. 

Letzten Endes kénnen wir nicht sagen, warum die von uns ausgearbeitete 
Methode eine gleichmaBige und reproduzierbare Triibung ergibt und warum 
dies sonst nicht zu erreichen war. Soviel steht fest, daB die im folgenden 
ausfiihrlich beschriebene Methode zu einer reproduzierbaren Triibung fiihrt, 
welche innerhalb bestimmter Grenzen der Menge des im Extrakt enthaltenen 
Fettes proportional ist. Die erhaltene Triibung ist als eine komplexe Emulsion 
anzusehen, in der die emulgierende Phase ein Gemisch von Wasser, Aceton 
bzw. Alkohol, sowie Butylalkohol ist, wihrend die emulgierte Phase aus 
dem Fett, sowie einer gewissen Menge des von ihm gebundene Fettlésungs- 
mittels besteht. 


d) Mengenverhdltnis zwischen Fettlisungsmittel und Fdllungslésung. 
Aus der Untersuchung iiber Cholesterinbestimmung von L. Surdnyi und 
A. Korényi konnten wir entnehmen, da das Eintreten der Triibung von 
der Menge des in der Lésung befindlichen Fettes abhangig ist. Tatsachlich 
fanden wir bei der tropfenweisen Zugabe der wasserigen Lésung, daB der 
Alkohol- bzw. Acetonextrakt umso friiher triib zu werden beginnt, je mehr 
Fett darin gelést ist. Die praktische Brauchbarkeit der Methode erfordert 
eine ohne Verdiinnung, d.h. mit genau denselben Manipulationen durch- 
fiihrbare Anwendung von der einfachen bis zur zwanzigfachen Fettmenge. 
Eben deshalb ist das Verhaltnis des Fettlésungsmittels zur wasserigen 
Phase nach Beendigung der Fallung sehr wichtig. Es ist namlich selbst- 
verstiindlich, daB, wie man auch diese Proportionen wihlt, es immer eine 
Fettmenge gibt, die ebenso wie diejenigen Fettmengen, die noch niedriger 
sind, bei dem gegebenen Verhaltnis Wasser : Fettlésungsmittel noch nicht 
ausgeschieden wird. Vielleicht hangt das mit dem Umstand zusammen, daB 
das Fett eine bestimmte Menge des Fettlésungsmittels fiir sich in Anspruch 
nimmt. Man kénnte sich denken, je mehr Fett, desto kleiner ist — ceteris 
paribus — das Volumen des freien Fettlésungsmittels, desto friiher wird also 
bei der tropfenweisen Zugabe der wisserigen Phase das Mischungsverhiltnis 
erreicht, in der das Fett unldslich ist. Auch die Menge der wasserigen 
Phase kann nicht unbegrenzt steigen, da schlieBlich keine gleichmaBige 
tmulsion, die photometrisch gemessen werden kann, sondern eine voll- 
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standige Trennung des Fettes eimtritt: die Fettkiigelchen erscheinen an ce 
Oberfliche der Flissigkeit. Wir méchten nun die praktische Ausfiihrung de 
Methode besprechen. 
Ii. 
a) Untersuchungsmaterial. 

Das Vollblut wird aus der Fingerbeere nach Stich mit einem Franck 
Bohrer mit einer Kapillarpipette entnommen. Wenn man mit Serum 
arbeiten will, werden zwei bis drei dickere Kapillaren mit Blut gefiillt 
an kleiner Flamme abgeschmolzen, zentrifugiert, wonach das Serum 
in ein kleines Uhrglas gesammelt und hiervon mit der Kapillarpipette 
aufgesogen wird. Wenn nur das Gesamtfett bestimmt werden soll. 
geniigen je 0,05 cem vollstandig. Das Blut (Serum) wird in ein 50 cem 
fassendes Zentrifugenglas geblasen, in der sich etwa 15 ccm absoluter 
Alkohol bzw. Aceton befinden. Der Inhalt der Pipette muB durch 
fiinf- bis sechsmaliges Nachsaugen und Ausblasen vollstandig aus- 
gespilt werden. 

b) Extraktion. 

Wir verwenden zur Extraktion eine elektrische Heizplatte mit 
eingebauten Hiilsen fiir die Extraktionsgliser. Sie ist auf 75 und 100° 
einstellbar. Fiir die Extraktion mit absolutem Alkohol wird die héhere, 
fiir die Acetonextraktion die niedrigere Temperatur verwendet. Der 
Raum zwischen den Metallhiilsen und auBerer Wand der Extraktions- 
rohren wird mit Quarzsand ausgefiillt. Wir extrahieren, bis etwa 2 
bis 3 cem von der Fliissigkeit iibrigbleiben. Dieser Riickstand wird durch 
ganz kleine Trichter unter Verwendung Schleicher-Schiillscher unge- 
harteter quantitativer Filter nach vorheriger Benetzung mit dem Fett- 
l6sungsmittel in einen genau eingeteilten MeBzylinder gebracht. Nach 
zweimaligem Auswaschen der ExtraktionsgefaiBe mit kleinen Mengen des 
Losyngsmittels wird der Extrakt bei Anwendung von 0,1 cem Blut 
mindestens auf 10, bei 0,05 cem Blut entweder auf 5 oder 10 cem genau 
aufgefiillt. Ist aus irgendeinem Grunde (Bestimmung in Organen usw.) 
eine gréBere Fettmenge zu erwarten, fiillen wir auf ein entsprechend 
groBeres Volumen auf. 

c) Fallung. 

In diinnwandige, aus gutem Glas hergestellte Reagenzréhren 
werden je 2cem der Extrakte mit genauer Vollpipette langsam ein- 
pipettiert. Die Reagensgliser werden vor Anwendung im Stufen- 
photometer hinsichtlich ihrer Eigentriibung gepriift. Dickwandige, 
iiberhaupt starker triibe Réhren sind zu verwerfen. Vor Gebrauch 
werden die Réhren mit heiBem Aceton griindlich gewaschen und ge- 
trocknet. Die Triibung wird mit folgender von uns konstruierten Pipette 
erzeugt. Eine etwa 1 m lange Réhre von einem Durchmesser von 2,5 mm 
erweitert sich oben kugelférmig. Oberhalb und unterhalb der Kugel, 
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also an den schmalen Teilen, befinden sich zwei Marken. Das Volumen 


zwischen beiden Marken betrigt 5cem. Die Réhre teilt sich oben in 
zwei Arme, in denen je ein Hahn eingeschliffen ist. Der eine dient zum 
Aufsaugen der Fliissigkeit (Butylalkohol enthaltende wasserige Salz- 
sdurelésung, siehe oben), der andere geht hinter dem Hahn in eine 
auBerst diinne Kapillare iiber. Die Fliissigkeit wird bis iiber die obere 
Marke aufgesogen, die breitere Offnung mittels 

des Hahnes geschlossen und die Kapillare ge- 
Offnet. Wenn der Luftraum zwischen dem 

oberen Meniskus der Fliissigkeit und der 

Kapillare entsprechend klein ist, so wird das 

Austropfen der Fliissigkeit sehr bald auBerst 

langsam, da die Luft nur durch die diinne 

Kapillare eindringen kann. Wenn die obere 

Marke erreicht wird, setzt man die Reagens- 

réhre unter die Biirette. Die Kapillare soll so 

diinn sein, daB das Abtropfen ungefaihr 40 Min. 

dauert. Die Tropfen sollen unmittelbar in den 

Extrakt fallen. Es ist unmédglich, zwei Biiretten 

mit gleicher AusflieBgeschwindigkeit zu kon- Abb. 1 
struieren. Wir benutzen von 38 bis 41 Minuten 

tropfende Biretten. Nach unseren Erfahrungen verursachen kleinere 
Zeitdifferenzen absolut keinen Unterschied in der Triibung. Man mul 
sich aber unbedingt experimentell von der Gleichmabigkeit der an- 
gewandten Biiretten iiberzeugen!. 

Wahrend des Eintropfens entsteht im Reagensglas eine Triibung, 
die auch mit dem bloBen Auge sichtbar ist. Wie erwahnt, entsteht die 
Triibung desto schneller, je mehr Fett sich im Extrakt befindet. Die 
Tribung ist durchaus gleichmaBig und andert sich auch wahrend mehr- 
stiindigem Stehen nicht. Natiirlich mu die starke Verdunstung der 
Fettlésungsmittel in Betracht gezogen werden: deshalb empfiehit es 
sich, die Reagensglaser geschlossen im Eisschrank zu _ halten. 

Die Bestimmung fiihren wir im Stufenphotometer von Zeiss bei 
Anwendung des Vergleichlichtes 4 und des Griinfilters L 1 aus. 

Die Berechnung der Fettwerte erfolgt durch Umrechnung der aus 
der Triibungstabelle ermittelten Werte auf ] cem. Samtliche Werte, 
wie auch die Aufnahmen der Triibungskurven beziehen sich auf 'Triolein- 
Gewichtsprozente. Fraglich ist es, ob die auf diese Weise ermittelten 
Werte im absoluten Sinne der tatsachlich vorhandenen Fettmenge 
entsprechen. Da es sich um Gewichtsprozente handelt. kommt weniger 


1 Die Biiretten werden von der glastechnischen Firma .,Egyetem", 
Budapest VIII, hergestellt. 
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die Differenz der Molekulargewichte der verschiedenen Neutralfette 
in Betracht, als die Frage, ob gleiche Gewichtsmengen verschiedene: 
Fettsubstanzen (Cholesterin, Lecithin usw.) die gleiche Triibung er- 
zeugen. Diesen Vergleich haben wir mit Cholesterin durchgefiihrt und 
fanden das mittlere Abweichen der verschiedenen Proben innerhalb 
3°. Anders verhalt es sich mit Lecithin, da dies in Aceton unléslich 


ist. Dementsprechend kann 

10 — mandas Lecithin — ausgedriickt 
in Triolein-Gewichtsprozenten 

Atohol durch Anwendung beider 

7, Extraktionen (Alkohol und 


Aceton) ermitteln. Zur Be- 
stimmung des Gesamtfettes ge- 
nugt aber die Entnahme einer 
einzigen Probe von 0,05 cem 
Blut. Zur Vollstandigkeit der 
Methode ware die gesonderte 
Bestimmung des Cholesterins 
und die Umrechnung der Tri- 
oleinwerte in Lecithin- Gewichts- 
prozente bei der  Lecithin- 
bestimmung ndétig ; diese Fragen 
sollen spater bearbeitet werden. 


SS 
S 
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0  —— a —— a Beziiglich der Lecithingruppe 
Aonzentration y sei erwihnt, daB es ziemlich 
Abb. 2. gleichgiiltig ist, ob wir die an- 


wesenden Lecithinkérper in 
Triolein, Lecithin, oder Phosphor angeben, da es sich hier um uneinheit- 
liche, Kérper handelt, deren Verhaltnis zueinander variabel ist; es kann 
daher genau so viel Fehler bedeuten, wenn wir den Phosphor, oder 
irgendeine andere Gruppe dieser Kérper als MaB betrachten, als eben die 
Triibung, gemessen an der gleichen Triibung einer Trioleinemulsion. 
Das freie Cholesterin kann durch Fallung mit absolut alkoholischer 
Digitoninlésung schon mit der hier angegebenen Anordnung ermittelt 
werden. 


Zum Schlu8 méchten wir auf einen von /’. Csonka erhobenen Einwand 
gegen das Prinzip der nephelometrischen Fettbestimmung eingehen. Nach 
Csonka kann kein konstanter Triibungswert erhalten werden, da in den 
einzelnen Neutralfetten die héheren Fettsaéuren in wechselndem Prozentsatz 
anwesend sind. Nach unserer Erfahrung laBt es sich nicht ausschlieBen, 
da8 ein auf der wechselnden Zusammensetzung der verschiedenen Fettarten 
beruhender Unterschied der nephelometrischen (d. h. stufenphotometrischen ) 
Werte besteht, diese Unterschiede sind aber derart klein, da8 sie als belanglos 
angesehen werden kénnen. Wir haben z. B. Schweinefett und Gansefett 
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sorgfaltig gereinigt und gleiche Gewichtsmengen in absolutem Alkohol 
gelost. Die stufenphotometrisch bestimmten Werte sind praktisch die 
gleichen, obwohl in der ersten Fettart das Oleat, in der zweiten das Stearat 
vorherrscht. 


Tabelle I. 





Gleiche Gewichtsmengen Stufenphotometrische Werte 
Schweinefett ...... 140 97 32 
GMUITERS ew 142 97 34 


Zusammenfassung. 


Je 0,05 cem Blut werden in etwa 15 cem absoluten Alkohol bzw. 
reinen Aceton eingemessen und im elektrischen Ofen, im ersteren Falle bei 
100°, im letzteren bei 75° extrahiert. Das eingeengte Fettlésungsmittel 
wird filtriert und auf 5 bis 10 cem aufgefiillt. Zu 2 cem dieses Extraktes 
werden aus einer Spezialbiirette wahrend ungefahr 40 Minuten 5 ccm 
einer Lésung folgender Zusammensetzung tropfenweise hinzugesetzt : 
10 Volumenteile konzentrierte reine Salzsiure werden mit destilliertem 
Wasser auf 100 aufgefiillt und inzwischen | Volumenteil Butylalkohol 
tropfenweise hinzugegeben. Die entstehende Triibung wird mit dem 
Zeissschen Stufenphotometer gemessen. Das Gesamtfett wird aus dem 
Alkoholextrakt bestimmt, wahrend der Acetonextrakt das in Aceton 
unlésliche Lecithin nicht enthalt. Samtliche Werte werden als Triolein- 
gewichtsmengen ausgedriickt. 
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Oxalsiurebestimmung im Harn bei Reihenversuchen. 
Von 
Kite Koch. 
(Aus der Inneren Abteilung des Stadtkrankenhauses | zu Hannover.) 


(Eingegangen am 29, November 1935.) 


Fir eine gréBere Arbeit tiber Oxalsaéureausscheidung durch den 
Harn, in der auf Anregung Prof. Westphals hin W. Herkel in Gemein- 
schaft mit mir einige Fragen bearbeitet hat, und die demnachst ver- 
Offentlicht werden wird, brauchten wir eine Methode, nach der man ohne 
groBe Unkosten durch Beschaffung von Apparaten in méglichst kurzer 
Zeit gréBere Serien von Oxalséiurebestimmungen im Harn (15. bis 
30 Doppelanalysen taglich), vor allem aber in kleinen Mengen Harn, wie 
er bei zwei- bis dreistiindigen Kontrollen oft nur zu 40 bis 50 cem anfallt, 
ausfiihren konnte. 


Von all den bisher bekannten und vielfach mit guten Ergebnissen an 
gewandten Methoden erwies sich keine als fiir unsere Zwecke geeignet. Fast 
alle arbeiten mit zu groBen Mengen Harn, wie die allbekannte Methode von 
Salkowshi (1), die von Mc Lean (2) und neuerdings von Holmberg (3) in 
seiner sogenannten Schaukelmethode verbessert worden ist, sowie die Kalk- 
essigmethode von Bau (4). Die Arbeitsweise bei Weyer zur Horste (5) er- 
fordert eine viel zu lange Zeitdauer und eine umstiéndliche Apparatur, 
Momente, die auch gegen die Methode von Athanasiu und Reinwein (6) und 
gegen die von Gadamer und Heubner (7) sprechen. Die einzige schnell und mit 
kleinen Mengen Harn auszufiihrende Methode von Alaugeri (8) ergab nach 
meinen Versuchen viel zu hohe Werte. Nach seinen eigenen Berechnungen 
findet Maugeri 5,9 bis 6,2 mg Oxalsdiure in 100 cem Harn, d.h. in einer 
durchschnittlichen Tagesmenge von nur 1200 cem Harn rund 72mg. Das 
sind aber Werte, die man sonst nur nach besonderen Belastungen findet und 
vefunden hat, wihrend die meisten angegebenen Normalwerte zwischen 
12 und 30mg pro Tag liegen. Wahrscheinlich liegt der Fehler daran, dai 
durch das ausfallende Bariumsulfat organische Substanzen mitgerissen 
werden, vielleicht wird auch ein Teil der Harnséure mitbestimmt (Fallung in 
stark saurer Lésung, Zufiigen von Salzen von Mineralsiuren). Es fehlte die 
Zeit, dies eingehender zu verfolgen, die Tatsache der zu hohen Werte ge- 
niigte ja. 

Die von Merz-Maugerét (9) fiir Blut ausgearbeitete Methode, die auf 
Loeper und Tonnet (10) zuriickgreift, auf den Harn anzuwenden, war auch 
nicht médglich, da sie im alkalischen Medium arbeitet und deshalb beim Harn 
die in groBben Mengen ausfallenden Phosphate auch organische Verun- 
reinigungen mitreiBen wiirden, wie sie es schon beim Blute tun, worauf ich 
an anderer Stelle noch kurz zu sprechen kommen werde. 


Trotzdem war die direkte Fallung der Oxalséure im Harn der einzig 
mégliche Weg fiir unsere Zwecke, so geringe Mengen von Oxalsaure, wie 
0,04 bis 0,1 mg, ohne gr6éBere Verluste zu bestimmen. 
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Harn bei Reihenversuchen. 


Oxalsaurebestimmung im 


Ich hielt dabei folgende Gesichtspunkte fiir wichtig: 


1. Auswahl des fiir die Fallung von Ca-Oxalat giinstigsten py. 

2. Einhalten eines méglichst kleinen Volumens, in dem die Fallung 
stattfindet, um Verluste durch Lésung zu vermeiden. 

3. Ausschaltung von Stoffen, die zur Lésung des Ca-Oxalates bei- 
tragen kénnten, wie stark dissoziierte Mineralsauren oder stark in lonen 
gespaltene Salze. 

4. Arbeiten bei geeigneter Temperatur, um auch die vielleicht an 
organische Basen gebundene Oxalsdure mitzubestimmen. 

5. ZweckmaBiges Waschen des Niederschlags, um mitgerissene 
Verunreinigungen zu entfernen, ohne das Ca-Oxalat anzugreifen. 


6. Kiinstliche Vergr6Berung der Menge des Oxalatniederschlags. 


Zu 1. Versuche bei verschiedenem py zwischen pu 5, PH 5, 
pu = 6, pu > 6—7 ergaben die genauesten Fillungsergebnisse mit Methyl- 
rot als Indikator bei dem Punkte, wo das Methylrot gerade von Orange nach 
Gelb umschligt, also bei einem py von ungefihr 6. Die verschiedenen Eigen- 
farben der Harne verschieben natiirlich diesen Punkt etwas, aber es traten 
dabei keine gréBeren Differenzen auf. Man trifft diese Umschlagsfarbe bei 
einiger Cbung sehr gut und kann ja leicht mit NaOH oder Essigsiiure nach 
der einen oder anderen Seite hin korrigieren. 


Zu 2. Um ein mdglichst kleines Volumen bei der Fallung zu haben, 
wurden in groben Versuchsreihen die giinstigsten Konzentrationen der 
Zusatz- und Fiallungsmittel gepriift. Es ergab sich, da 2cem 10 °,ige 
Trichloressigsaéure im allgemeinen ausreichend sind, um 20 ccm eines normalen, 
nicht stark eiweiBhaltigen Harnes geniigend anzusiuren, das Fiweil} zu 
entfernen und alles etwa als Sediment vorhandene Ca-Oxalat in Lésung zu 
bringen. Bei stark eiweiBhaltigen oder stark alkalischen Harnen (Kaninchen- 
harne) ist es nétig, 2 ccm, in Ausnahmefillen sogar 4 cem 20 ©, ige Trichlor- 
essigsiure anzuwenden. Zum Neutralisieren wurde, um das Volumen klein 


zu halten, 25%ige NaOH verwandt (2 bis 5 Tropfen) und n Fssigsiiure 
(ebenfalls tropfenweise) zugesetzt. Als Fallungsmittel erwies sich Ca- 


Acetat in 10°,iger Lésung als geeignet, 0,1 cem war in jedem Falle aus- 
reichend. Man kommt dabei fast an den gewiinschten Umschlagspunkt 
heran und hat nur kleine Korrekturen mit n/ 10 NaOH oder | °piger Essig- 
saure nétig (tropfenweise), so daB das Endvolumen im Durchschnitt 12 bis 
13 cem betragt. 


Zu 3. Es kommt sehr darauf an, die lonenkonzentration der Lésung 
moéglichst klein zu halten. Essigséure ist zwar nur schwach dissoziiert und 
Ca-Oxalat praktisch unléslich in der verdiinnten Saéure, aber bei den zu 
bestimmenden kleinen Mengen spielt auch die geringe Konzentration der 
(H) = 0,004 g¢ im Liter in normaler Lésung noch eine Rolle, und es ist 
zweckmaBig, sie durch Zufiigen von Na-Acetat herabzudriicken. Ich fiigte 
das Na-Acetat nicht als solches zu, da handelsiibliches Na-Acetat oft Spuren 
von Oxalsiure enthalt, sondern lieB es in der Lésung entstehen. Da eine so 
starke Verschiebung des Ionengleichgewichts durch Zufiigen eines der beiden 
Ionen bei starken Séuren wie Mineralsiuren iiberhaupt nicht méglich ist, 
muB die Anwesenheit dieser in der Fallungsfliissigkeit unter allen Um- 
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standen vermieden werden. Ich nahm deshalb die Fallung auch mit Ca- 
Acetat statt eines anderen Ca-Salzes vor. Dieses ist in Wasser leicht léslich 
(34,73 g in 100 cem bei 20°), kann also beim Auswaschen aus dem Nieder- 
schlag leicht herausgelést werden. Dies wurde durch Kontrollanalysen mit 
reiner Oxalsdurelésung bestatigt. Trichloressigsiure als EnteiweiBungs- und 
Lésungsmittel ist ziemlich stark dissoziiert, aber es fand sich kein Ersatz, der 
Vorteile bot, also wurde sie in méglichst geringer Menge zugesetzt. 


Zu 4. Vielleicht ist ein kleiner Teil der Oxalsiure im Harn an organische 
Basen chemisch oder adsorptiv gebunden (z. B. oxalsaurer Harnstoff), 
jedenfalls fand ich bei gelindem Erwarmen des mit Trichloressigsiure ver- 
setzten Harnes zum Teil etwas héhere Werte. Zersetzung von Oxalsiure 
bei dieser Temperatur konnte durch Kontrollanalysen nicht festgestellt 
werden, Bildung von Oxalséure aus Oxalursiure findet bei dieser Tem- 
peratur auch in saurer Lésung nicht statt, Oxamid, welches Oxalsiure 
liefern kénnte, ist nach unserer bisherigen Kenntnis nicht unzersetzt im 
Harn anzunehmen. Es wurde also der Harn vor dem Filtrieren fiir 3 bis 
5 Minuten in ein Wasserbad von 65° gebracht und nach dem Abkiihlen 
wodurch die beim Erwarmen in Lésung gegangene Harnsiure wieder aus- 
gefallt wird, filtriert. 

Fiir das langsame Ausfallen des kristallinen Ca-Oxalates ist Zimmer- 
temperatur durchaus geeignet. Jedenfalls zeigten Versuchsfallungen, die 
ich tiber Nacht bei 6 bis 8° im Kisschrank aufbewahrt batte, keine irgend- 
wie besseren Ergebnisse. 


Zu 5. Neben diesen eben beschriebenen VorsichtsmaBnahmen blieb 
noch der Fehler zu beriicksichtigen, der beim Zentrifugieren und Waschen 
durch Verlust oder durch Beimengung von Verunreinigungen entstehen 
konnte. Es ist vor allem nétig, mit hoher Tourenzahl geniigend lange zu 
zentrifugieren (3 bis 5 Minuten bei 4000 bis 5000 Touren), um den Niederschlag 
fest in der Spitze des Glases zu haben, damit man beim Absaugen oder 
AbgieBen keine mechanischen Verluste bekommt. Es war auf Grund von 
Kontrollversuchen nétig, unter Einhaltung eines alkalischen Titers, den 
Niederschlag dreimal zu waschen, um eingeschlossene Spuren von Harn- 
farbstoffen, etwa ausgefilltes Cystin u. a., und ferner Spuren von in saurer 
Lésung mit ausgefallter Harnséiure (harnsaures Ca ist in Essigsiure léslich) 
zu entfernen. Ich mu hier vorweg nehmen, da bei Priifung der Methode 
ein Zusatz von Harnsaure zu Oxalsiurelésungen eine Erhéhung der Analysen- 
zahlen um 0,07 bis 0,09 mg Oxalsiureaiquivalent verursachte. Ammoniakali- 
sche Waschungen hoben diesen Fehler nicht véllig auf, weshalb ich die 
erste Waschoperation mit Li-Acetat vornahm. Sowohl bei reinen Oxal- 
siurel6sungen wie bei Harnanalysen wurden jetzt gute Resultate erzielt, 
wie ich an Hand einer Tabelle noch zeigen werde. Die Priifung des Nieder- 
schlags auf Verunreinigungen werde ich noch besonders behandeln, in bezug 
auf den Waschproze8 sei noch gesagt, daB die Menge der Waschfliissigkeiten 
2cem fiir jeden Waschvorgang nicht iibersteigen soll. Von sehr groBer 
Wichtigkeit ist es, den Niederschlag in dieser kleinen Menge Waschfliissigkeit 
stets geniigend mit einem diinnen, spitzen Glasstab um- und aufzuriihren, 
damit gréBere Konglomerate zerrieben werden und die Waschfliissigkeit die 
kleinsten Teilchen gut umspiilen kann. Bei nicht ganz sorgfaltigem Arbeiten 
habe ich im Anfang groBe Differenzen feststellen kénnen. 


Zu 6. Trotz all dieser MaBnahmen, die Oxalséiure ohne Verlust zu be- 
stimmen, blieb doch die Tatsache bestehen, daB der Oxalatniederschlag zu 
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Oxalsiurebestimmung im Harn bei Reihenversuchen. 425 
gering war, um zuverlassige Werte zu erhalten. Ich gab deshalb Oxalséiure 
in bestimmten, in einem Blindversuch festgestellten Mengen zu, die die 
zu bestimmende Oxalsiure mitfallen sollte, ein Kunstgriff, den man ja 
schon 6fter angewandt hat. Falls die Fallung dieser zugesetzten Oxalséiure- 
mengen in den Grenzen, innerhalb derer die Werte fiir die zu bestimmende 
Oxalsaure liegen, keine gréBeren Fehler ergab, war anzunehmen, da die 
gesuchte Oxalsaure auch nur mit diesen Fehlern gefunden wurde. Ich habe 
eine ganze Anzahl von Versuchen mit n/100 und n/50 Oxalsaéure angestellt, 
von denen einige Beispiele, die Mittelwerte darstellen, hier angegeben seien. 
Gegeniiber der Titration der Oxalséurelésungen mit Permanganat tritt bei 
den Fallungen stets ein Verlust von 4 bis 7°,, auf. Da es sich hier nur um 
Vergleichswerte mit ein und derselben Fallung handelt, ist auf diese Differenz 
gar nicht eingegangen, da sie innerhalb unserer Grenzen keine Rolle spielt. 
Die gefundenen Werte sind zum leichteren Vergleich auf eine Einheit um- 
gerechnet (1 cem n/100 Oxalsaure), der Fehler bei der kleinsten untersuchten 
Menge gleich 0 gesetzt und die anderen Bestimmungen dazu in Vergleich 
gebracht. Siamtliche Oxalséiurelésungen wurden mit Icem_ 10° iger 
Trichloressigsiure versetzt und wie die Harnbestimmungen, natiirlich ohne 
Erwarmen, weiterverarbeitet. 

Fiir die Harnanalysen wurde dann ausschlieBlich n/50 Oxalsiure 
verwandt. 





tinheit = 1ce . 
Kinheit leem Wehler 


Ge de ti 
jefunden etwa n/100 Oxalsiare 


Etwa n/50 Oxalsaure. 


Denes. 2s ee sees 0,887 mg 0.443 mg 0% 
Taek ct eyes see ee 1,720 0,430 — 2,9 
OS ae, Te eee 2,580 0,430 — 2,9 
Dieselbe Lésung, auf n/100 verdannt. 
MDM oie. es yard cee ew 0,891 mg 0,445 mg + 0,4% 
a erg en ates a es 1,335 0,445 + 0,4 
C0 ae ae eae eee 1,708 0,427 ~ 3.6 
Lésung 2 etwa n/100 Oxalsaure. 
MOE Pee eo ale ys 0,912 mg 0,456 mg Go % 
Se ee ee 1,329 0,443 — 2,9 
Bae OS eee ee ta 1,828 0,457 + 0,2 


Dieselbe Lésung etwa nj50. 


ts Sle eee ee 0,924 mg 0,462 mg + 1, 
| Oa a ea ee eee 1,798 0,449 sani 


Ferner wurde gepriift, soweit dies méglich war, ob praktisch griBere 
Fehler bedingt sind durch die verschiedenen Verdiinnungen bei den Fallungen 
des Ca-Oxalats in reiner Lésung und im Harn. Es wurden dieselben Lésungen 
fiir sich, dann mit dem doppelten Volumen Wasser verdiinnt, und schlieBlich 
mit Zusatz von 10 cem einer Lésung, die die hauptsichlichsten Bestandteile 
des Harns (Harnstoff, Harnséiure, Kreatin und einige anorganische Salze) 
enthielten, bei einem spezifischen Gewicht zwischen 1,015 und 1,030 be- 
stimmt: 
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Etwa n/50 Oxalsiaure. 


unverdiinnt sm a 
aufs Zweifache verdiinnt 
unverdiinnt ae 
+ Lésung I (1,030) 


unverdiinnt 
verdiinnt 
unverdtinnt . . 
+ Lésung II } 


o (1,025) | 
+ Lésung IT | 


\ 


1 com unverdiinnt 


Zur Kontrolle, ob man im Harn 
immer dieselbe Menge Oxalsaure fand, wurden gleichen Harnen verschiedene 


Mengen von Oxalsiure zugesetzt. Dazu wurden Harne ausgewahlt, deren 


verdunnt 


0,896 mg 0,448 mg 
0,900 0,450 
1,768 0,442 
0,907 0,453 
Dieselbe Lésung. 
0,896 mg 0,448 mg 
0,900 0,450 
1,738 0,435 
0,888 0,444 
1,732 0,433 
Etwa n/50 Oxalsiaure. 
0,890 mg 0,445 mg 
0,894 0,447 
0.880 0.440 


+ Losung Ill (1,015) 


bei 


Einheit 1 eem 
etwa n/100 Oxalsiure 


Fehler 


Pos 
+ 0,4 
—13 
+ 1,1 


0 


0 ios 
+ 0,4 
— 1,1 


verschiedener GréBe der Fallung 


prozentuale Oxalsiuremenge mdglichst verschieden war. 


Harn D. 





O cem. 


10 
10 
10 


n/50 Oxalsiure zugesetzt 


2 cem 
2 
3 
4 


Harn 


Oxalsiiure gefunden 


0,837 mg 
1,067 
1,470 
1,911 


St. 


Oxalsiiure in 10cem Harn 


0 mg 
0,230 
0,216 
0,237 





n/50 Oxalsiure zugesetzt 


Oxalsiiure gefunden 


Oxalsiure in 10 cem Harn 








0 eém , 1 cem 0.900 mg 0 mg 
10 1 1,053 0,153 
10 2 1,949 0,149 
Harn D. 
n/100 Oxalsiiure zugesetzt Oxalsiiure gefunden Ovxalsiure in 10 eem Harn 
0 cem . 2 ccm 0,864 mg 0 mg 
10 2 0,900 0,936 
10 3 1,332 0,036 
Harn H. 
n/100 Oxalsiure zugesetzt Oxalsiiure gefunden  Oxalsiiure in 10 eem Harn 
0 eem. 2 ccm 0,892 mg 0 mg 
ee 2 1,000 0,108 
10 3 1,463 0,125 
10 4 1,896 0,112 
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Es wurden, wie man sieht, gut iibereinstimmende Resultate gefunden. 

Zur Klarung der Frage, ob im Ca-Oxalat organische Substanzen mit- 
verissen waren, die zu hohe Oxalsiurewerte vortaéuschen konnten, wurden ab 
und zu Stichproben gemacht, derart, da der ausgewaschene und leicht bei 
60° getrocknete Niederschlag in einer besonderen Bestimmung mit Ather 
extrahiert wurde. Der vom abgedunsteten Ather verbliebene Riickstand 
wurde sowohl unter dem Mikroskop untersucht als auch titriert. Nur ganz 
selten fand ich einen geringen Verbrauch von Permanganat, der im Héchst- 
falle 5 bis 6°, der gefundenen Oxalsiure ausmachte. Meist wurde kein 
Permanganat verbraucht. Unter dem Mikroskop zeigten sich Spuren von 
fettigen Ringen, irgendwelche Kristalle oder sonst definierte Formen waren 
nicht zu sehen. 

Man muB diesen Kompensationsfehler gegeniiber einer Reihe von 
Verlustméglichkeiten in Kauf nehmen. VOollig vermeiden wird er sich nicht 
lassen, da nach meinen Erfahrungen eine Atherwaschung groBere mechanische 
Verluste infolge des Anhafttens des Oxalats am Riihrstab mit sich bringt 
und zu verwerfen ist. 

Wie schon erwahnt, wurden noch einige im Harn vorkommende Sub- 
stanzen, die die Analyse beeintrachtigen konnten, gepriift. AuBer dem 
Ca-Oxalat sind alle Ca-Salze der im Harn vorkommenden Séuren wasser- 
oder essigsaureléslich. Nicht léslich in Wasser und Sauren ist die Harnsaure, 
schwerléslich in Wasser und verdiinnter Saure das Cystin, welches allerdings 
nur selten vorkommt. 


Versuche mit Zusatz von Harnsaure zu reinen OxalsaurelOsungen und 
dem Harne selbst zeigten, daB anscheinend tatsachlich eine kleine Menge 
Harnsiure mit titriert wird. Sie ergab immerhin ein Mehr an Oxalsiéure 
bis zu 0,09 mg je Analyse, wie die folgende Tabelle zeigt. 





a Mehrgehalt 
, . 
n/100 Oxalsiure Gefunden | an Oxalsiure 


mg mg 
OO RS cree tai ae ie Sica le ees a Oe ge 0,992 
2 ., +10mg Harnsaure (in saurer Losung gefallt) . 1,073 0,081 
a — 40° 5 (inalkalischer Losung gefallt) 1,012 0,020 
PROMENNNR aie cc eg ee Wee ae ake eee 0,920 
1 ., +5me Harnsaure (in saurer Losung gefallt) . 1,005 0,085 
Pe eg = (inalkalischer Lésung gefallt) 0,942 0,022 


Harnsaure, dem Harn zugesetzt, ergab ebenfalls Differenzen. Daraufhin 
wurden Versuche mit Li-Acetat als Waschfliissigkeit (0,5°, Li-Acetat) 
gemacht. Sie ergaben bei reinen Oxalsaéurelésungen keine Fehler, bei Harn- 
saurezusatz besseres Auswaschen der Harnsaure als mit ammoniakalischem 
Wasser allein, und bei Harn stets etwas kleinere Werte als die alkalische 
Waschung. Harn mit zugesetzter Harnsiure ergab beim Auswaschen mit 
0,5°%igem Li-Acetat seine normalen Werte. 


3com n/l00 Oxaisiure .........- .-<«.« 0,987 mg 
2 ,, +n/100 Oxalsaéure, mit Li-Acetat gewaschen 0,987 
2 ,, n/100 Oxalséure, mit Li-Acetat 5 mg 


POE Sone SEG ces 0,972 
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2cem n/100 Oxalsaure fe FOR wOow 1 vide ORs 
2 ,, n/100 Oxalséure 10 mg Harnsdure, mit 

Li-Acetat gewaschen. ......... . 0,885 
2 ,, n/100 Oxalsaure 5 mg Harnsaure, mit Li- 

Acetat gewaschen . 0,892 
Harn I. 0,108 ,, 


Harn I ohne Li-Acetatwaschung eee ee ee 

Harn | 10mg Harnsiure, mit Li-Acetat ge- 
waschen 

Harn I] prea Paiste aie my 

Harn II ohne Li-Acetatwaschung . 

Harn I] 5mg Harnséure, mit 
waschen 


0,104 ,, 

0,331 ,, 

ee age eS 

Li-Acetat ge- 
0,338 ,, 

Zusatz von 1|-Cystin zum Harn und zu reinen Oxalsaiurel6sungen: 
1-C‘ystéin ist schwer léslich in Wasser, soll unléslich in Essigséure sein. Nach 
meinen Versuchen lést es sich in Essigsiure, wenn auch schwer, und in essig- 
saurer Losung wird mit Ca-Acetat kein unlésliches Ca-Salz gefallt. AuBer- 
dem l6ést es sich ja in Oxalsiéiure und beim Waschen in den alkalischen Wasch- 
wassern. Versuche mit Zusatz von 2 mg |-Cystin ergaben auch keinerlei 
hohere Werte. 

leem n/50 Oxalsaure phe ees 0,882 mg 
2mg Cystin 


1 ,, n/50 Oxalsaéure 0,876 ,, 
Harn III. eae oe 0,235 ,, 
Harn III + 2 mg Cystin. 0,230 ,, 


Bam 2V. 4k 


a ae 0,198 ,, 
Harn IV + 2 mg Cystin . 


0,200 ,, 


Kreatin ist samt seinem Ca-Salz in Wasser und Essigsaure ldéslich, 
Zusitze ergaben keine Erhéhung der Analysenresultate. 
Zusatz von Kreatin zu Oxalsiurel6sung und zum Harn: 


leem n/50 Oxalsaiure 0,896 mg 


-5mg Kreatin. 


1 ,, n/50 Oxalsaiure 0,892 ,, 

Harn V eee OT96 ss 

Harn \ 5mg Kreatin ac aac ag. i/o ba. sp Ca ii 

Be eso) cisions ih nS oes elie a + oS 

Harn VI 5 mg Kreatin 0,140 ,, 
Neuerdings fanden Thunberg (11) und Oestberg (12) ziemlich hohe 


Zitronensdureausscheidungen im Harn, bis zu 1 g in der Tagesmenge. Trotz 
der leichten Léslichkeit der Citronensaéure und ihrer Ca-Salze in Wasser und 
Essigsiure wurden Versuche mit angesetzt, da sowieso Versuche bei alkali- 
scher Fallung fiir andere Zwecke gemacht wurden. Es wurde zu Oxalséure- 
lésung und Harn je 1 cem 0,4 °ige Citratlésung und 0,5 %ige Citronensaéure- 
lésung zugesetzt. 


leem n/50 Oxalséure ome igo Segre Git st 
n/50 Oxalsiure + Citrat (alkalisch gefallt) 


0,935 mg 


‘aa. 0,990 ,, 
1 ,, n/50 Oxalsiure + Citronenséure (alkalisch 

gefallt) 0,994 ,, 
L 4 ne ae oe a . 0,855 ,, 
1 ,, n/50 Oxalséure + Citrat (sauer gefallt) 0,868 ,, 


] n/50 Oxalsaure +- Citronenséure (sauer gefallt) 0,850  ,, 
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Oxalsaurebestimmung im Harn bei Reihenversuchen. 








Harn vor. 30. 2081. 1934. 2... s . 1 % oe OR ae 
Harn vom 20. XII. 1934 + Citrat .... . 0,13] 

Harn vom 20. XII. 1934 + Citronensaéure . . 0,140 ,, 
From Vom Ea. Aes, Bee . ws ce ee ~ « OR, 
Harn vom 13. XII. 1034 + Citrat .... . 0,258 ,, 
Harn vom 13. XII. 1934 + Citronensiiure . . 0,266. ,, 


Eine Schwierigkeit bei der Entfernung von Farbstoffen aus dem Ca- 
Oxalatniederschlag trat ein nach Verabreichung einzelner Medikamente, wie 
Neotropin, dessen gelbe Farbe noch in der schwefelsauren Lésung des 
Ca-Oxalats auftauchte, nach Istizin, wonach eine Violettfarbung auftrat, 
die ebenfalls nicht véllig auszuwaschen war, und bei bilirubinhaltigen 
Harnen. Hier wirkte die Li-Acetatwaschung giinstig im Vergleich zu den 
ammoniakalischen Waschungen allein. Spuren von diesen Farbstoffen 
blieben trotzdem. Bei Zusatz von Neotropin zu Oxalséure und Harnen 
ergaben sie allerdings keinen titrierbaren Fehler. AuBerdem zeigten Harne, 
wenn Neotropin medikamentés gegeben war, nie Werte iiber dem Normalen, 
so da®B es tatsichlich nicht zu st6éren scheint. Immerhin kann man es bei 
derartigen Versuchen vermeiden, ebenso das Istizin. 


l com n/50 Oxainiure . .....-s « » « «+» '« « OO2e meg 
1 ,, n/50 Oxalsiure + 5mg Neotropin. . . . . 0,923 
ROME eee ae ee eg ty ge ree ko nn ee ne 
Harn E + 5mg Neotropin (nicht auswaschbar) . 0,189  ,, 
Harn I. We ee eee re er ee eee 
Harn | 5 mg Neotropin (nicht auswaschbar). . 0,139 


Zugesetztes Methylenblau, Phenolphthalein und Neutralrot lieben sich 
vollig entfernen. 

Weniger giinstig liegt die Sache bei bilirubinhaltigen Harnen. Zwar 
gibt zugesetztes Bilirubin, von dem sich auch Spuren nicht auswaschen 
lassen, trotzdem keine héheren Werte (0,198 mg“ 0,193 mg), aber da die 
Ikterusharne fast durchweg bedeutend héhere Werte zeigen als normale, ist 
eine gewisse Skepsis am Platze. Jedenfalls hat man nicht die GewiBheit, 
einen reinen Niederschlag vor sich zu haben, weshalb ich diese Harne nach 
den bisherigen Versuchen auch verworfen habe und erst noch weiter priife, 
ob man das Bilirubin nicht doch auf irgendeine Art entfernen kann. 
Solange darauf abzielende Versuche ohne Erfolg geblieben sind, ist die 
beschriebene Methode fiir Ikterusharne vorlaufig leider nicht anwendbar. 

Die Methode zur Bestimmung der Oxalséure im Harn in Reihen- 
versuchen gestaltet sich nun folgendermafen: 


Nach Vorprifung auf Eiweif und Bestimmung des Sauregrades 
werden 20 cem des bis dahin méglichst unter LuftausschluB und mit 
geringen Mengen eines Konservierungsmittels (Nipagin) aufbewahrten 
und gut durchgeschiittelten Harnes mit 2 cem 10°,iger Trichloressig- 
sdure (bei stark eiweibhaltigem oder alkalischem Harn 2 bis 4cem 
20°%,iger Trichloressigsiure) versetzt und im Glasstépselglas fiir 3. bis 
5 Minuten in ein Wasserbad von 65° gebracht, nach Abkiihlen filtriert 
und vom klaren Filtrat die Halfte 11 cem in ein spitz ausgezogenes, 
etwa 20 cem fassendes Zentrifugenglas gegeben, das zuvor mit 1 ccm 
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einer etwa n 50 Oxalsdure (= etwa 0.9 mg wasserfreie Oxalséure) be 
schickt war. Nach Zugabe von 1 Tropfen alkalischer Methylrotlésung 
wird tropfenweise mit 25°,iger NaOH alkalisch gemacht, hierauf mit 
n Essigsiure angesduert (Methylrot kraftig rot), 0,1 cem 10° ige 
('a-Acetatlésung zugegeben, kraftig mit diinnem Glasstab umgeriihrt 
und nun n/ lO NaOH vorsichtig zugesetzt, bis gerade der Farbumschlag 
des Methylrots von Orange nach Gelb beginnt. Der Farbton muB noch 
schwach orange sein, was bei einiger Ubung leicht gelingt. Korrektur 
bei Uberschreiten dieses Punktes kann stets mit schwacher Essigsaure 
(1 °,ig) erfolgen. Es wird nochmals gut umgeriihrt und bei Zimmer- 
temperatur tiber Nacht stehengelassen. Der kristallinisch ausgefallene 
Niederschlag von Ca-Oxalat wird dann bei 4000 bis 5000 Touren der 
Zentrifuge etwa 3 bis 5 Minuten lang geschleudert und die dariiber 
stehende Fliissigkeitsmenge entweder mittels fein ausgezogener Glas- 
kaniile abgesaugt oder wie bei der Ca-Bestimmung abgegossen, was ohne 
Verlust méglich ist, da der Niederschlag fest in der Spitze des Glases 
haftet. Es folgen drei Waschoperationen mit je 1 bis 2 ccm Fliissigkeit, 
erstens mit 0,5°%iger Lithiumacetatlésung, dann zweimal mit schwach 
ammoniakalischem Wasser (0,5 %ig). 

Die Weiterverarbeitung geschieht wie allgemein iiblich. Ich habe 
es allerdings vorgezogen, zur rascheren und vollstandigen Lésung des 
fest zusammenhaftenden Niederschlags, nach Zugabe von 0,5 cem 
20 °,iger Schwefelsiure im Wasserbad (im metallenen Reagensglas- 
gestell) auf 70° zu erwairmen und bei dieser Temperatur, nach der 
iiblichen Zugabe von einigen Tropfen einer 1°,igen Manganosalz- 
losung, zur Beschleunigung der Reaktion die notwendigen 3 bis 5 ccm 
n 100 KMnO, zuflieBen zu lassen. Nach Abkiihlen wird unter Zu- 
satz von 4 bis 6 Tropfen einer 5%igen KJ-Lésung.und 3 Tropfen 
einer | %igen Starkelésung in gesattigter Kochsalzlésung mit n/400 
Thiosulfat titriert. 

Berechnung. Von den zugesetzten cem n/ 100 K MnO,-Lésung wird 
der Wert abgezogen, den man bei der Titration von 1] ccm n/50 Oxal- 
sdure erhalten hat (in n/100 Lésung umgerechnet), und von dieser Dif- 
ferenz zieht man dann die ebenfalls in n/100 Lésung umgerechneten 
Thiosulfattitrationswerte der Analyse ab. 1 cem n/100 K Mn 0Q,-Lésung 

0,45 mg Oxalsaiure (wasserfrei). 

Die Thiosulfatlésung ist taglich bzw. vor jeder Analysenreihe frisch 
einzustellen gegen n/200 KJ O,-Lésung, die wiederum von Zeit zu Zeit mit 
einer Ur-Jodlésung kontrolliert wird. Die KMnO,-Lésung stellt man gegen 
Oxalsiiure und gegen Thiosulfat ein. Samtliche Lésungen werden aus vor- 
ratig gehaltenen n/10 Lésungen hergestellt, méglichst oft frisch, da sie nicht 
lange unverandert bleiben. Zu ihrer Herstellung mu deshalb auch stets 
doppelt destilliertes Wasser verwendet werden. Die zur Verwendung ge- 
langenden Biiretten und Mikrobiiretten werden gegeneinander geeicht. 
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Zur Analyse notwendige Reagenzien: 

1. Etwa n/50 Oxalsaure, n/10 Oxalsiiure. 2. Trichloressigsiure 10 und 
20% ig, 3. NaOH, 25° ig und n/10, 4. Essigsaiure, n und 1 °,ig, 5. 10° ige 
wasserige Ca-Acetatlésung, 6. 0,02°,ige alkalische Methylrotlésung, her- 
gestellt durch Lésen von 0,02 g Methylrot in 10cemn/10 NaOH und Auft- 
fiillen mit Wasser auf 100, 7. 1°,ige Manganosalzlésung, 8. n/10 und n/ 100 
K Mn O,-Lésung, 9. n/10 Thiosulfatlésung (langere Zeit aufbewahrt), daraus 
n/400 Lésung, 10. n/200 KJO,-Lésung, 11. n/200 Jodlésung, 12. 1 %ige 
Starkelédsung (die von Merz-Maugeri verwandte Lésung in gesattigter 
Kochsalzlésung hat sich gut bewahrt), 13. 5° ,ige KJ-Lésung, 14. 0,5 © ige 
Li-Acetatlésung, 15. 0,5° >ige NH.-Lésung, 16. 10 und 20°,ige Schwefel- 
siiure, 17. doppelt destilliertes Wasser. 

Die Methode arbeitet mit etwa 10°, Fehlerbreite. 

Zum SchluB seien von den vielen Hunderten von Versuchen, die 
von uns gemacht worden sind, einige Ergebnisse von Normalharnen an- 
gefiihrt. Die sichersten Resultate erhalt man ja im Selbstversuch, bei 
dem man die genaue Kontrolle iiber die Tagesmenge hat. 








Selbstversuch mg-? ; tesnmaedan Selbstversuch mg-°/9 ee. 

1934 Harn E vom 2. 1V.1934 und folgende 
16. XII. 19,20 2,34 21,06 
if fee 2 16,83 1,85 18,50 
18. XII. 20,07 1,04 8,32 
19. XU. 20,69 2.21 19.89 
20. XII. 19,23 1,46 15,84 
1,49 16,93 

1935 Harn G yom 22. VIIT. 1935 und folgende: 
8. IV. 3,06 22,95 1,94 27,16 
9. TV. 2,97 31,18 0,99 18,81 
10. IV. (nach Spinat) | 3,24 56,63 (nach Spinat) | 3,96 63,36 
rh EY 2,43 19,45 2,97 27,90 
12, EY. 2,39 20,23 1,76 24,64 
32 RS 2 2,39 32,20 1,49 20,68 


Durchschnittswerte von normalen Harnen: 


Harn K ( 7 Untersuchungen) . . . 18,66mg in der Tagesmenge 
Harn K ( 7 re Yo e RRO a a 
Harn K (25 ) pol” | eae ie sa 
Harn B ( 5 re 

Harn J ( 5 aa ) i, | ae - 


Die Werte bei Normalen bewegen sich im allgemeinen zwischen 
10 bis 30 mg in der Tagesmenge, Werte, die man auch bisher gefunden 
hat. Nach unseren Untersuchungen glaube ich tiberhaupt nicht, dab 
man zu enge Grenzen ziehen darf. Nach Spinatbelastung zeigten sich 
bei Normalen immer Erhéhungen, die in gleicher Héhe auch von Eimer (13) 
angegeben worden sind. Die Werte von Holmberg erscheinen fiir Normale 
etwas hoch, sind aber durchaus méglich. 

28* 
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Es fanden bisher: 


Eimer und Barthels bei Normalen 12 bis 20 mg in der Tagesmenge 
Athanasiou u. Reinwein bei Nor- 


UO 5c ate Ge) Ne Fay ee |, ape caer ge ”» 
Holmberg bei Normalen . ; eae 44,6 7 ne 
Rittmann und Unterrichten (14) bei 

Wierenkranken ....... 6 , $3 cae tae a uF 
Bau . . . 13,95 mg Oxalation 14,3 mg in 1000 cem 
Mislowitzer (15) . . . . . . . . 18,8 bis 29,7 mg in 1000 ccm 
I 50 nS Wt stn <a, | Sees ce aw Oe x 


Zusammenfassung. 

Es wird eine Methode beschrieben, die es erlaubt, die Oxalséure im 
Harn in kleinen Mengen von 0,04 bis 0,1 mg in zwei- bis dreistiindigen 
Kontrollversuchen zu bestimmen, da fiir eine Doppelanalyse nur 40 ecm 
Harn nétig sind, und die es ferner einer Arbeitskraft méglich macht, 
taglich 15 bis 30 Doppelbestimmungen anzusetzen, sich also hauptsach- 
lich fiir gr6Bere Reihenversuche eignet. 


Ich méchte an dieser Stelle noch besonders Herrn Dr.-Ing. Gg. Wagler, 
Leiter des chemisch-physiologischen Instituts des Krankenhauses I, fiir 
seine liebenswiirdige Unterstiitzung mit Apparaten und Literatur danken. 


Literatur. 


1) E. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 437-460, 1900; Prakt. 
d. physiol. u. pathol. Chem. 1912, 4. Aufl. 2) H. McLean, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 60, 20-—24, 1909; 3) Holmberg, diese Zeitschr. 182, 463, 1927. — 
4) Bau, ebenda 114, 221, 1921.—— 5) Meyer zur Hoérste, Hoppe-Seylers Zeitschr. 
168, 196, 1927. — 6) Athanasiou u. Reinwein, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 
176, 457, 1934. — 7) Gadamer u. Heubner, Sammlg. v. Vergiftsf. 2, Lief. 10, 
1931. — 8) Maugeri, Hoppe-Seylers Zeitschr. 217, 138—140, 1933. — 
9) Merz-Maugeri, ebenda 201, 31, 1931. — 10) Loeper u. Tonnet, Journ. med. 
Franc. 18, 207, 1924 [nach Képplin (16)]. — 11) Thunberg, Acta path. seand. 16 
535, 1933 (zit. Oestberq). 12) Oestberg, Zeitschr. f. exper. Med. 94, 442, 
1934. — 13) Himeru. Barthels, Klin. Med. 122, 1, 1932. 14) Rittmann u. 
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Beitrag zur Spezifitit der Phosphatasen. 
Von 
Werner Schuchardt, 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
Vorlaufige Mitteilung. 


(Eingegangen am 4, Dezember 1935.) 


In einer friiheren Mitteilung! konnte ich zeigen, daB untergarige 
Hefen (Schultheip-Patzenhofer und Léwen-Béhmisch) x- und B-Glycero- 
phosphat angreifen, und zwar sowohl bei py 4.0 wie 6,0. Da zu 
systematischen Versuchen iiber Phosphatasen verschiedener Hefen ein 
Enzymmaterial aus Reinkulturen geeigneter erschien, wurden die 
begonnenen Untersuchungen mit der im hiesigen Institut isolierten? 
Hansenula (Willia) javanica (Groenewege) fortgesetzt. Ferner wurden 
aus SchultheiB-Patzenhofer-Hefe zwei Hefenstamme nach dem Koch- 
schen Plattenverfahren erhalten und gepriift, woriiber demnachst 
berichtet werden soll. Es sei an dieser Stelle nur ein Versuch mit Hanse- 
nula mitgeteilt, der fiir das Vorhandensein zweier isodynamer Phos- 
phatasen spricht, die sowohl «- als B-Glycerinphosphorsdure zerlegen, 
und die ich ,,saure und ,,alkalische’* Phosphatase nennen will. Es er- 
geben sich aber aus diesen Befunden keine Anhaltspunkte fiir die An- 
wesenheit einer x- und einer spezifischen S-Glycerophosphatase?. Wie 
stark Begleitstoffe (Hemmungskérper) das Bild triiben kénnen, soll 
in kurzem gezeigt werden. 

Wurde Hansenula (auf Bierwiirze-agar geziichtet) der Einwir- 
kung von verdiinnter Essigsiure baw. Ammoniak unterworfen, so hatte 
die nach dieser Behandlung abzentrifugierte und mit Wasser ge- 
waschene Hefe ihr Verhalten gegeniiber den genannten Substraten 
wesentlich geandert. Das dem Sdure-einfluB unterworfene Material ist 
nach | und 3 Stunden zwischen einem py von 6,0 und 9,0 ohne Wirkung 
auf a- und p-Glycerophosphat und das aus der ammoniakalischen Sus- 
pension stammende wirkt nicht zwischen py 3,5 und 5,0. Geringe Phosphor- 
sdureabspaltungen nach 20 Stunden liegen meist innerhalb der Fehler- 


1 Diese Zeitschr. 278, 164, 1935. — ? Newberg u. Hofmann, ebenda 280, 
167, 1935. — *AuchH.u.E. Albers (H. 235, 47, 1935) fanden vor kurzem, daB 
die auf fermentativem Wege freigelegte ,,Oberhefenphosphatase‘, die bei 
einem pH um 4,0 ihr Wirkungsoptimum hat, «- und /-Glycerophosphat 
gleichartig spaltet. - Eigene unveréffentlichte Versuche ergaben mit 
Glycerinextrakten von Hansenula-Trockenpraparat eindeutige Spaltungen 
des x-und -Salzes bei px 6,0 und 8,8, und zwar wird bei py 6,0 das «-Isomere, 
bei pu 8,8 das /-Isomere starker angegriffen. 
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yrenzen der kolorimetrischen Methoden oder diirften dem EinfluB det 
, sauren” bzw. ,,alkalischen’’ Phosphatasen zugeschrieben werden. 

Diese Ergebnisse erinnern an die interessanten Befunde von Ba- 
mann und seinen Mitarbeitern!, die in Niere und Leber auf ahnliche 
Weise zwei isodyname Phosphatasen nachgewiesen haben. Allerdings 
liegt das py-Optimum der ,,sauren” tierischen Phospho-esterase zwischen 
5,0 und 6,0, das der Hefe dagegen bei ungefahr 4,0. 

Die Versuche zeigen ferner, daB auch im alkalischen Bereich in der 
untersuchten Hefe eine starke phosphatatische Wirkung vorhanden ist. 
Im folgenden sei ein Versuch iiber den Nachweis der beiden isodvnamen 
Phosphatasen in Hansenula wiedergegeben. 

2g Trockenpraparat (frische Hefe auf Tontellern und dann im Vakuum- 
exsikkator getrocknet) wurden mit 15cecm n Essigséure bzw. li5cem 0,3 n 
Ammoniak 5 Stunden bei 30° langsam geschiittelt. Die ammoniakalische 
Suspension wurde dann mit dem vierfachen Volumen Wasser verdiinnt, 
zentrifugiert und zweimal mit 90 cem Wasser gewaschen, die essigsaure blieb 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen und wurde dann ebenso zentri- 
fugiert und gewaschen. Die Riickstinde wurden in je 25 com Wasser 
suspendiert und damit bei 35° die folgenden Versuche angesetzt: 

5ecm Puffer (px 4,0 und 6,0 Acetatpuffer, px 9,0 Veronalpuffer), 

leem m/10 Magnesiumsulfat, 

lcem einer Lésung von x- bzw. /}-glycerinphosphorsaurem Natrium * 
2,0 mg P/cem) bzw. Wasser (Kontrollversuch), 

3cem der obigen Hefesuspension, 

3 Tropfen Toluol. 


Aus a- und §-Natriumglycerin-phosphorsaure abgespal- 
0 


tener Pin %. 





Versuche mit der Std. e@-Salz f-Saiz  @-Salz f-Salz  a@-Salz  f-Salz 
5 ee eee | 1 12.0 10.0 0 0 0 0 
mit Kssigsaure 3 34 () 935 1.5 0 15 0 
bebrandelten Hefe |, 90 76.0 6380 125* 85* 0 0 
; . | I 0 0 18,5 18,5 16,5 27,0 
mit Ammoniak 3 0 0 375 305 38'0 56.0 
behandelten Hefe 0) 0 25 91.5 95.0 63,5 82.0 
ie Oe Se ers 4,0 4.0 6,0 6,0 8,8 8,8 


* py 5,8. 


' Bamann u. Riedel, H. 229, 125, 1934; Bamann, Riedel u. Diederichs, 
H. 230, 175, 1934; Bamann u. Diederichs, Ber. 67, 2019, 1934; 68, 6, 1935. 

2 Reinstes kristallisiertes «-glycerinphosphorsaures Natrium verdanken 
wir der Freundlichkeit von Herrn Prof. Delépine. Nach Fleury und Paris 
enthielt es 100°, «-Salz. 
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Zur Kenntnis des chemischen Aufbaues von Leberproteinen. 
Von 
Fritz F. Urban. 
{Aus dem Institut fiir Medizinische Chemie der Universitat in Wien.) 


(Eingegangen am 11. Dezember 1935.) 


Kinleitung. 


Mannigfaltig sind die Untersuchungen, die tber die chemische 
Natur der SerumeiweiBkoérper angestellt wurden. Auf chemischem und 
physiologischem Wege wurde getrachtet, den Ort ihrer Bildung im 
Organismus zu erfassen, doch ist eine sichere, endgiiltige Entscheidung 
dariiber noch nicht getroffen. AuBer Frage steht wohl die Vielheit der 
Beziehungen der Leber zum Eiweifstoffwechsel und damit direkt und 
indirekt zu den BluteiweiBkérpern. Zahlreiche Beobachtungen erharten 
diese Annahme. Es ist daher nicht zu verwundern, daB die Leber- 
proteine schon Ofters auf ihre Zusammensetzung untersucht worden 
sind. Die Art der Fragestellung war wechselnd; eine besondere Rolle 
spielte das Problem der Veranderung der KiweiBkérper unter wechselnden 
Bedingungen. Bei diesen Arbeiten gelangten auch Fraktionen von 
LebereiweiBkérpern, nach verschiedenen Methoden dargestellt, zur 
Untersuchung, die sich auf verschiedene Bausteine erstreckte. Ks 
erscheint aber von Interesse, zunachst unter normalen physiologischen 
Bedingungen, erneut Fraktionen von LebereiweiBkérpern darzustellen, 
und zwar unter Verwendung von Methoden, die es gestatten, die ge- 
wonnenen Ergebnisse mit den an anderen EiweiBkérpern gewonnenen zu 
vergleichen und an ein und derselben Fraktion méglichst viele Bausteine 
zu untersuchen. Ein derartiger Versuch liegt in der auf Anregung von 
Prof. Dr. Otto v. Fiirth ausgefiihrten Arbeit vor, deren Ergebnisse im 
folgenden mitgeteilt werden. 


I. Gewinnung des Untersuchungsmaterials. 

Im Gegensatz zu Serum miissen bei Organen die EiweiBkorper erst 
extrahiert werden, und die hier sich ergebenden Schwierigkeiten erklaren 
zum Teil die abweichenden Resultate einzelner Arbeiten. In dem Be- 
streben, physiologische Bedingungen méglichst einzuhalten, wurde 
1 %ige NaCl-Losung zur Extraktion verwendet: doch ist die sich hierbei 
ergebende Ausbeute, z. B. 16%, (Bleyer und Berger'), sehr gering. Mit 
konzentrierteren Salzlésungen steigt die Menge des gewonnenen EiweiBes 
an. Die genauen neueren Untersuchungen an MuskeleiweiBkérpern 


! Bleyer u. Berger, Zeitschr. f. exper. Med. 48, 67, 1924. 
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gaben hier einen Anhaltspunkt (Weber! *, Edsall®). Es finden sich auch 
alle fiir das Organ typischen EiweiBkérper in der Salzlésung (Weber). 

Hier wurde das von Howe * fiir den Muskel ausgearbeitete Verfahren 
der Extraktion mit Phosphatpufferlisung angewendet, da dasselbe auch 
gestattet, die mit verschiedenen Phosphatkonzentiationen gewonnenen 
KiweibBmengen mit den Mengen, die beim Fraktionieren von Eiweib- 
losungen nach der Aussalzmethode gewonnen werden, zu vergleichen. 
AuBerdem liegt in der Verwendung des Puffers der Vorteil, daB duich 
Sauerung beim Stehen des Organs eintretende Veranderungen hintan- 
gehalten werden. 


Zur Untersuchung gelangten die Lebern von normal ernahrten Katzen, 
da bei Schlachthausorganen eine Vermeidung postmortaler Veranderungen 
sowie eine sichere Befretung von BluteiweiBkérpern nicht médglich ist. Bei 
den Tieren wurde in Athernarkose eine Kaniile in die Pfortader eingebunden, 
die Leber mit physiologischer Kochsalzlésung méglichst rasch blutfrei 
gesptilt, sodann das Organ mit der Schere zerkleinert, von GefiaiBen und 
Bindegewebe tunlichst befreit und durch den Hofmezisterschen Zerkleinerungs- 
apparat getrieben, wobei ein vom Bindegewebe fast freier Zellbrei resul- 
tierte, der nun der Extraktion unterzogen wurde. 

Diese Extraktion erfolgte bei der Darstellung des Materials fiir die 
chemische Untersuchung mit der Phosphatpufferldsung nach Howe. Dies 
ist eine 0,225 mol. Kaliumphosphatpufferlésung von py 7. Bei der Bereitung 
der Pufferlésung wurde, entsprechend dem Hinweis bei Howe, die Wasser- 
menge im Leberbrei beriicksichtigt (4 cem Wasser in 5 g Organ). Der Leber- 
zellbrei wurde mit der zehnfachen Menge Pufferlésung mehrere Stunden 
lang extrahiert, wobei fiir 6fteres Umschwenken der Lésung Sorge getragen 
wurde. Die Abtrennung vom Ungelésten erfolgte mit Hilfe einer Zentrifuge 
bei 3000 Touren. Der Riickstand wurde noch zweimal mit Pufferlésung 
ausgewaschen und die Waschlésung mit dem Extrakt vereinigt. Um das 
Verhalten der EiweiBk6rper unter anderen Bedingungen zu_ erfassen, 
wurden auch (ansteigend um je 0,3 mol.) weitere Konzentrationen der 
Pufferlésung bis 2,025 mol., sowie verschiedene Magnesiumsulfat- und 
Natriumchloridlésungen verwendet. 

Als erstes sind in Tabelle I die Verhaltnisse bei Phosphatpuffer- 
extraktionen wiedergegeben. Die Zahlen geben an, wie viel Prozent des 


Tabelle I. 





mol. Pufferlisung ° 9 EiweiB-N, extrahiert mol. Pufterlisung 9 » Eiweifi-N, extrahiert 


allen 


0,225 53 1,425 36 
0,525 48 1,725 16 
0,825 44 2.025 8,9 
1,125 40 


Die Zahlen sind Mittelwerte aus mehreren Versuchen, bei 0,225 aus 


14 Extrakten. 





' Weber, Ergebn. d. Physiol. 36, 109, 1934. 
Zeitschr. 266, 137, 1933. 
289, 315, 351, 1930; zitiert nach Weber. 


* Weber u. Meyer, diese 
3 Edsall; Edsall u. Muralt, J. of biol. Chem. 89, 
4 Howe, ebenda 61, 493, 1924. 
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gesamten EiweiBb-N (Gesamt-N minus Rest-N) in den Extrakten als 
EiweiB-N enthaltensind. Es zeigt sich also, wie beim Muskel, ein Maximum 
bei 0,225 bis 0,525 mol. Konzentration. Als Kontrolle wurden jeweils 
der Gesamt-N, Rest-N und Trockensubstanz bestimmt. Durch Kontrollen, 
analog dem Vorgang von Howe, wurde die Uberzeugung gewonnen, dab 
die Hauptmenge schon in die erste Extraktion gegangen war. Reste 


wurden beim Auswaschen auf der Zentrifuge erfaBbt. 


AuBer Phosphatpufferlésung wurden auch andere Salzl6sungen in 
verschiedenen Konzentrationen untersucht. Die Ausbeute war bestenfalls 
gleich. Hier soll 0,225 mol. sowie 0,205 mol. MgSO,-Lésung (Halliburtons 
Lésung)' erwahnt werden, mit im Mittel 50°, EiweiB-N; bei NaCl-Lésungen 
verschiedenster Starke hingegen ergeben sich niedrigere Werte. Meistens 
wurde Phosphatpuffer verwendet; nur wenn phosphorfrei extrahiert werden 
sollte, MgSQ,. 

Zur Gewinnung von léslichem EiweiB scheinen also Salzl6sungen dieser 
Konzentration geeignet, da sicherlich die Hauptmenge des iiberhaupt lés- 
lichen EiweiBes so gewonnen wird. Beriicksichtigt man, da in der Menge 
des nicht extrahierten EiweiBes sowohl GeriisteiweiB, wie mit neutraler 
Salzlésung allein nicht extrahierbares EiweiB (Kerneiweifs) sich befindet, so 
diirfte die Ausbeute an extrahierbarem Eiweifi keine schlechte sein. 


Il. Verhiltnisse bei der Fraktionierung. 


Der 0,225 mol. Pufferextrakt wurde nun mit (NH,),SO, in Frak- 
tionen unterteilt; fiir die chemische Untersuchung wurde nur eine 
Halbsdttigung- und eine Filtratfraktion unterschieden. Die Halb- 
sittigung eifolgte mit dem gleichen Volumen neutraler, gesattigter 
(NH,),80,-Lésung; das ausgeflockte ,,Globulin wurde einige Stunden 
absitzen gelassen und die tiberstehende Fliissigkeit abfiltriert. 

Es sei hier bemerkt, da diese Fraktionierung erfolgte, um die Zu- 
sammensetzung solcherart gewonnenen Eiweififraktionen mit der fiir 
Globulin und Albumin in der Literatur angegebenen Zusammensetzung 
vergleichen zu kénnen. Kine Aussage dariiber, ob die einzelnen Gruppen 
chemisch selbstdndige, im Gewebe praformierte EiweiBkérper sind, oder nur 
durch die Verschiedenheit von ph ysikalisch-chemischen Eigenschaften in dieser 
Reihenfolge aus der Extraktionslésung ausfallen, kann und soll nicht ge- 
macht werden. Die Bezeichnungen, die fiir die Fraktionen ,,'/, Glo- 
bulin‘‘, ,,!/, Globulin‘, ,,Gesamt '/, Globulin® fiir den gesamten, bei 50% 
Sattigung ausfallenden K6érper, sowie ,,Albumin“ gefiihrt werden, sagen also 
nur iiber das Léslichkeitsverhaltnis der Eiwei®fraktionen in (NH,),S0O,- 
Lésungen etwas aus. 

Betrachten wir nun die Mengenverhaltnisse der einzelnen Fiaktionen, 
so soll noch kurz gesagt werden, daf wegen der Unmdglichkeit, die 
ausgefallte Fraktion durch Umfallung von mitgerissenen Nachbar- 


1 Hinsichtlich der einschlagigen alteren Literatur siehe Wohlgemuth 
in Oppenheimers Handb. d. Biochem. IV, S. 600, 1925, sowie auch Pohl, 
Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden I, Bd. 8, S. 585, 1922. 
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fraktionen zu befreien, die Bestimmung in aliquoten Teilen der Filtrat 
fraktion erfolgte, und zwar bei (NH,),SO,-Lésung durch Wagung 
sonst mittels Ajeldahl. Dabei ergeben sich bei (N H,),8 O,-Fraktionierung 
in fiinf verschiedenen Extrakten folgende Verhaltnisse Globulin zu 
Albumin: 79: 21, 53: 47, 75: 25, 62: 38, 72: 28, im Mittel 68: 32: 
Fraktionierung mit MgSO, ergibt: 77: 23, so daB ein Gesamtdurch- 
schnitt von 70: 30 = Globulin: Albumin resultiert. 


Zweimal wurde auch innerhalb der Globuline eine Unterteilung 
getroffen. 75 bzw. 74°, der Globuline fielen schon bei 33%, Sattigung 
aus. Dieses deutliche Uberwiegen der globulinartigen EiweiBkérper in 
den Leberextrakten entspricht vollkommen den Angaben der Literatur 
(Gutzeit', Bleyer und Berger®, Eppinger® und Kaunitz 4). 


Howe bringt die mit seinen verschiedenen Phosphatpufferkonzen- 
trationen beim Muskel gefundenen EiweiBmengen in Beziehung zur A\l- 
bumin- und Globulinmenge. Wie verhalten sich in dieser Beziehung die 
LebereiweiBkorper ? Nach Howe ergibt sich das Albumin als einziges Eiweil 
in dem Extrakt mit 2,025 mol. Puffer. Vergleicht man in Tabelle I die Werte 
von 9° in 2,025 mol. Extrakt mit 53°, gesamtextrahierbarem Eiweif, so 
errechnet sich daraus ein Verhaltnis Globulin: Albumin = 83:17; das 
laBt die Vermutung zu, daB bei 2,025 mol. Puffer schon ein Teil des al- 
buminartigen EiweiBes gefallt ist. Liegt die Fallungsgrenze vielleicht bei 
1,725 mol. ? Aus den 53°, extrahierbaren EiweiBes errechnet sich aus dem 
Globulin-Albumin-Verhailtnis von 7:3 eine Albuminmenge von 16%, und 
tatsachlich ergibt sich in Tabelle [ eine gute Ubereinstimmung des ge- 
fundenen mit dem errechneten Wert. AuBerdem wurden noch die Ver- 
haltnisse bei 0,225 mol. sowie 1,5 mol. Na,SO,-Lésung (Grenzkonzen- 
tration von Howe zur Fallung der Globuline) untersucht: hierbei ergibt sich: 
Gesamtextrakt = 48°, EiweiB-N, im 1,5 mol. 15°, EiweiB-N, in an- 
nihernder Ubereinstimmung mit obigen Resultaten. Es soll aber hier 
betont werden, da dies nur Ubersichtswerte zum Vergleich der mit einzelnen 
Fraktionsmethoden erhaltenen Verhaltnisse sind. Zu einer genauen Be- 
stimmung von Art und Menge der Eiwei8fraktionen mit Phosphatpuffer- 
l6sung miiBten die verschiedenen physikalisch-chemischen Bedingungen 
(Temperatur, EiweiBmenge, wechselndes py) scharfer erfaBt und studiert 
werden (Butler und Montgomery ?®). 


II. Umfillung der Eiwei8kérper. 

Eine weitere Reinigung des EiweiBes durch Umfallen wie beim 
Serum erwies sich als unméglich. Die durch Halbsattigung ausgefallte 
Fraktion war sowohl in der Extraktionslésung als auch in verdiinnteren 
Salzlésungen praktisch unléslich. Dieser Befund kommt nicht un- 


' Gutzeit, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 148, 238, 1923. 2 Bleyer u. 
Berger, l.c. — * Eppinger, Kaunitz u. Popper, Die serése Entziindung. 
Wien 1935. S. 109. — * Kaunitz, Wiener klin. Wochenschr. 48, 1349, 
1935. —- ® Butler und Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 99, 173, 1933; 109, 


755, 1935. 
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erwartet. Pohl! gibt die Unléslichkeit des mit Essigséure aus dem 
Organplasma ausgefallten Kiweibkérpers an. 

DaB® selbstverstandlich pu-Anderungen die Extraktionslosungen beein 
flussen kénnen, erhellt sich aus der Tatsache, daB Extrakte mit einfacher 
Salzlésung nach | bis 2 Tagen flocken, wahrend Pufferl6sung nur spuren- 
weise Flockung zeigt. 

Auf Rat von Prof. Barrenscheen wurde nun fiir die Umfallung det 
EiweiBkirper Harnstofflosung verwendet. DaB dies ohne wesentliche 
Veranderung in der chemischen Zusammensetzung der EKiweibkorper 
erlaubt ist, beweist die Arbeit von Beck und U'rack*, die den Nachweis 
erbringen, daB Harnstoffextraktion von Fleischeiweif keine wesentliche 
Anderung der van Slyke-Resultate bewirkt. Auch zur Darstellung von 
PflanzeneiweiB ist Harnstofflésung mit Erfolg verwendet worden 
(Cook- Alsberg*). Kine weitere Bestimmung von physikalisch-chemischen 
Eigenschaften der umgefallten Fraktion wurde nicht durchgefiihrt, da 
die zweifellos eingetretene Denaturierung dies unméglich macht. Im 
iibrigen ist ja iiberhaupt nach Steudel? sowie Samuely und Strauss? die 
Verwertung von Léslichkeitsbedingungen zur Klassifizierung der in 
Organen vorkommenden EiweiBkérper nicht eimwandfrei. 

Der Globulinniederschlag wurde nun mit halbgesattigter (N H,)oS O,- 
Lésung ausgewaschen, sodann in konzentrierter Harnstofflésung gelést, 
diese Lésung einige Stunden stehengelassen, hierauf die Lésung ver- 
diinnt, das EiweiB mit (NH,),SO, wieder quantitativ ausgefallt und so 
durch zweimalige Umfallung gereinigt. Das ausgefallene Eiweib der 
zweiten Fallung wurde mit schwach essigsaurem Wasser hitzekoaguliert, 
durch Auskochen mit Wasser von (N H,),.8O, befreit. (Der Vorgang war 
oft langwierig und wurde solange fortgesetzt, bis das Waschwasser auch 
nach langerem Aufkochen mit dem EiweiB keine Reaktion mit Ness/lers 
Reagens mehr gab.) Der ausgekochte EiweiBkérper wurde nun im 
Soxhletapparat durch 24 bis 48 Stunden mit Aceton extrahiert, im 
Exsikkator getrocknet, zu einem méglichst homogenen Pulver verrieben 
und iiber konzentrierter H,SO, aufbewahrt. 

Das EiweiB der Filtratfraktion wurde direkt durch Hitzekoagulation 
gewonnen. Weitere Behandlung analog. 

Die Gewinnung des EiweiBes erfolgte jeweils aus zwei Lebern, 
wobei bei jeder Extraktion Gesamt-N, Rest-N, extrahierter-N sowie 
Trockensubstanz bestimmt wurden. Die EiweiBpulver aus ver- 


1 Pohl, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden I, Bd. &, |. ¢. 

2 Beck u. Urack, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensmittel 65, 399, 1933. 

- § Cook u. Alsberg, Canadian J. Res. 5, 355, 1931; zitiert Centralbl. 1932, 

1, 1382. — 4 Samuely u. Strauss, sowie Steudel, Abderhaldens Handbh. 
d. biol. Arbeitsmethoden I, 8. 
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schiedenen Lebern wurden alle vereinigt und méglichst gut zu einem 
homogenen Pulver verrieben. Insgesamt wurden die Lebern von 
20 Katzen verarbeitet. 


IV. Chemische Untersuchungen bei beiden Eiweiffraktionen. 
A. Die N- und S-haltigen Bausteine. 
Methodik. 


a) Die Stickstoffbestimmung erfolgte nach Kjeldahl in der Modifikation 
von A. Friedrich! mit Jodwasserstoffsiure an (iiber H,SO, sowie nach- 
folgend iiber P,O; im Vakuum sorgfiltig getrockneten) Praparaten. 

b) Die N-Verteilung nach Van Slyke. Angewendet wurde das von 
Cavett? fiir 0,56g Protein ausgearbeitete Mikroverfahren. Histidin und 
Arginin wurden direkt bestimmt. 

c) Histidin wurde nach Kapeller-Adler* bestimmt. Die Originalvor- 
schrift muB genau beobachtet werden. Zwei Punkte sollen hervorgehoben 
werden. 1. Beim Entfarben des Hydrolysats mit KMnO, langsames Zu- 
setzen desselben. Falls abgeschiedener Braunstein im Wasserbad zur Lésung 
gebracht wird, darf die Fliissigkeit absolut keinen rosa Farbton von KMnQ, 
mehr aufweisen. 2. Die Bromierung mu durch langsames, tropfenweises 
Zusetzen des Bromreagens aus einer Mikrobiirette erfolgen. Eine zu grobe 
Brommenge auf einmal ist gefihrlich. Hingegen soll bei Beendigung der 
Reaktion Jodkaliumstarkekleisterpapier eine deutliche Blaufarbung auf- 
weisen. Die Methode wurde sowohl kolorimetrisch wie am Stufenphoto- 
meter ausgewertet: die etwas niederen Werte am Stufenphotometer ent- 
sprechen den Angaben Kapeller-Adlers. 

AuBerdem wurde in der nach Kapeller-Adler mit Hopkins Reagens 
von stérenden Beimengungen befreiten Fraktion das Histidin auch nach 
Jorpes* bestimmt. Die Ubereinstimmung war eine gute. 

d) Arginin. Einerseits nach Van Slyke durch Zersetzung mit Lauge, 
andererseits nach der Arginasemethode von Jansen® in der Weise, wie sie 
Bonot und Cahn® angeben, wobei die Bestimmung des Harnstoffs mit 
Xanthydrol erfolgt. Als Arbeitsvorschrift diente die Darstellung der Me- 
thode bei Leipert’. AuBerdem wurde das Arginin noch als Flavianat 
(Kossel®) ausgefallt und gewogen. Hierbei wurde die umstandliche Reinigung 
nach Furth u. Deutschberger® vermieden. Nach Entfernung der Salzséure 
wurde das Hydrolysat mit Tierkohle entfairbt und dann die Fallung wie 
iiblich angeschlossen!’, 

e) Cystin wurde zunachst in der von Cavett angegebenen Art nach Folin 
und Marenzi™' in der Niederschlags- sowie Filtratfraktion der Phosphor- 


wolframséure bestimmt. AuBerdem in Extrahydrolysaten direkt nach 

' Friedrich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 70, 1933. — ? Cavett, 
J. of biol. Chern. 95, 335, 1932. — *% Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264, 
131, 1933. — 4 Jorpes, Biochem. J. 26, 1507, 1932. — 5 Jansen, Chem. 
Weekbl. 14, 124, zitiert Centralbl. 1917, I, 913. — ® Bonot u. Cahn, Bull. 
soc. chim. biol. 9, 1001, 1927. — 7 Leipert u. Kurakawa, diese Zeitschr. 
261, 425, 1933. 8 Kossel u. Gross, Zeitschr. f. physiol. Chem. 135, 167, 
1924. ° Firth u. Deutschberger, diese Zeitschr. 186, 139, 1927. — 
© Miindliche Angabe von Leipert. — 1! Folin u. Marenzi, J. of biol. Chem. 


83, 103, 1929. 
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Folin-Marenzi sowie auch in der von Tompsett' angegebenen Modifikation 
ohne Entfarbung. Bei beiden Methoden wurde nach der Sulfitlésung Bi- 


carbonat zugesetzt. 

f) Lysin wie iiblich aus dem Basenstickstoff des Van Slyke-Wertes 
berechnet. 

g) Die Tryptophanbestimmung erfolgte nach dem Verfahren von Firth, 
Lieben, Nobel? bzw. Firth u. Dische*®. Als Standardlé6sung wurde einerseits 
wiasserige Tryptophanlésung mit Naf-Zusatz, andererseits Caseinlésung 
verwendet. Die Berechnung nach dem Caseinstandard erfolgte nach zweierlei 
Methoden. Einerseits unter Zugrundelegen eines Tryptophangehalts von 
2,12 °,, (als Mittel von 20 Bestimmungen; der Wert steht mit den Ergebnissen 
von Firth u. Rapoport’ in Einklang). Andererseits aber wurde jedesmal der 
Gehalt des Caseins gegen Tryptophanstandard bestimmt und der so ge- 
wonnene Wert als Casein relativ der Berechnung zugrunde gelegt. Auber- 
dem wurde versucht, die Tryptophanwerte nach dem Verfahren von May- 
Rose® zu kontrollieren. Das scheiterte aber an der Tatsache, daQB~ sich 
der EiweiS8kérper in der Reaktionsséure nur zum Teil léste; die Werte 
waren ganz unregelmabig. 

In einer nach AbschluB8 der Versuche erschienenen Arbeit betonen 
Lustig und Mandiler®, daB die Ergebnisse von Tryptophanbestimmungen 
ohne Hydrolyse Fehlerméglichkeiten unterliegen. Auf der anderen Seite 
berichten sie aber auch von Schwierigkeiten mit der F’olinschen Methode. 
Die gefundenen Zahlen sollen daher nur mit den auf die gleiche Methode 
gefundenen Zahlen als Vergleichszahlen dienen. 

h) Tyrosin wurde mit Hilfe der Millonschen Reaktion am Stufenphoto- 
meter bestimmt unter Zugrundelegen der Angaben Leiperts und Alcocks* 
bei Bestimmung von Tyrosin im Harn. Bei Verwendung von Hydrolysaten 
mu die Phosphorwolframsiuremenge modifiziert werden. Ein zu groBer Uber- 
schuB von Phosphorwolframsaure fiihrt zu Triibungen. Der Arbeitsvorgang 
gestaltete sich so: 0,5 g Protein werden mit 5cem 25° ,iger Schwefelsaure 
(keine Salzsiure!) durch 20 Stunden hydrolysiert und dann mit Wasser 
auf 25 cem aufgefiillt. Der N-Gehalt in aliquoten Teilen bestimmt. 5 cem 
Hydrolysat werden mit 2 cem 50° ,iger H,SO,-L6sung versetzt und mit 
0,4cem 10° iger Phosphorwolframsiure (frisch bereitet) ausgefallt. Die 
Fallung kommt iiber Nacht in den Eiskasten, wird dann mit der Zentrifuge 
abgetrennt, zweimal mit eiskalter 10 °,iger H, SO, ausgewaschen, Fliissigkeit 
und Waschsaiure mit 10° ,iger H,SO, auf 25 cem erganzt. 5 cem davon 
werden dann genau nach Leipert weiterverarbeitet. Ablesung im Stufen- 
photometer mit Hilfe einer genau unter denselben Bedingungen hergestellten 
Tyrosineichkurve. Zur Kontrolle wurden zu Hydrolysaten bekannte 
Tyrosinmengen zugesetzt und iibereinstimmende Resultate erzielt. 

i) Phenylalanin wurde nach Kapeller-Adler® bestimmt. Es ist darauf zu 
achten, die Menge der Phosphorwolframséure gering zu halten. Die ent- 
sprechende Menge H,SQO, ergibt sich aus der Originalarbeit ; die Menge der 
Hydrolysensaure ist auch zu beriicksichtigen. 


1 Tompsett, Biochem. J. 25, 2014, 1931. 2 Firth u. Nobel, diese 
Zeitschr. 109, 103, 1920; Firth u. Lieben, ebenda, 8. 124. 3 Firth 
u. Dische, ebenda 146, 275, 1924. ' Firth u. Rapoport, unveroffent- 
lichte Versuche. - § May u. Rose, J. of biol Chem. 54, 213, 1922. — 
6 Lustig u. Mandler, diese Zeitschr. 278, 312, 1935. — 7 Leipert u. Alcock, 


ebenda 270, 99, 1934. 8 Kapeller-Adler, ebenda 252, 185, 1932. 
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k) Prolin, Oxyprolin. Bei der Van Slyke-Analyse ergibt sich die Summe 
des Prolin-Oxyprolin-N als Nichtamino-N der Filtratfraktion. Um einen 
schatzungsweisen Uberblick iiber das Prozentverhaltnis der Summe dieser 
beiden Aminoséuren zu bekommen, wurde bei Berechnung des Prozent 
gehaltes ein Mittelwert von 11,4°, N zugrunde gelegt. 

1. Schwefelgehalt. Die Bestimmung erfolgte unter Verwendung des 
Friedrichu. Bauerschen' Verfahrens fiir Harn. Aliquote Teile des Hydrolysats 
(HCI) werden eingeengt, mit Bromsalpetersiure oxydiert, das Brom ab- 
yedampft, sodann etwas Lauge zugesetzt, zur Trockne gebracht und nun 
genau nach Friedrich weiterverarbeitet (entsprechend seiner Vorschrift 
fiir Gesamtschwefel). 

Ergebnisse der Analyse. 

Zur Untersuchung wurde das zweimal mit Harnstoff umgefiallte, 
bei 50°, Sattigung ausgefallene ,,Globulin‘'-EiweiB, sowie das direkt 
auskoagulierte Filtrat- (,.Albumin-‘‘)EiweiB verwendet. 


Tabelle Il. Prozentverhaltnisse der einzelnen Aminosauren, auf 
aschefreie Substanz gerechnet. 





Gesamte !/. Sittigungsfraktion Filtratfraktion 
Mittel- ai: er: oe 
Gehalt po Methode Gehalt — Methode 
N-Gehalt. . 14,8 14,8 | Kjeldahl 15,4 | 15,4 Kjeldahl 
S-Gehalt . . 0,76 0,76 Friedrich 117) 1,17 Friedrich 
Nd giiicalen dh ae 2,1 aus Van Slyke 16.41.13 Van Slyke 
2,14 | Kapeller-Kol. 2,99 | Kapeller-Kol. 
Histidin . 1,84 | 2,06 Kapeller-Stufo. 2,99 
| 2,10 | Jorpes 3,0 | | Jorpes 
| 5,68 | Arginase 5,64 | Arginase 
Arginin. 5.93 } 5.72 Flaviansaure — 5,89 
|) 5.56 | Van Slyke 6,14 Van Slyke 
fe 8,6 8.6 Van Slyke 9.8 98 Van Slyke 
: Yy { 
| 0,82 0,82 Van Slyke 0,92; 0,92 Van Slyke 
Cystin 1,04 | 1.07 Folin 1,47 16 Folin 
Liat f°" Tompsett 1,75|{ °°  Tompsett 
2,7 Tryptophan- Try ptophan- 
ow | | 97 Standard 2,9 | 99 Standard 
7 | 2,7 | ~ Casein-Mittelwert 2,9 | Oy Casein-Mittelwert 
2.8 Casein relativ 2,9 Casein relativ 
i SOT 11 4 Leipert 42 4.2 Leipert 


Tyrosin. . 1 32 | 3,1 


Zusatzversuch 
Phenylalanin 4,3 4,3 Kapeller-Adler 4,2 4,2 Kapeller-Adler 


Prolin 
+Oxyprolin 3,7 3,7 Van Slyke 2,7 2,7 Van Slyke 


Als Aschegehalt ergab sich bei der ,,Globulin‘*-Fraktion 0,5 °,, bei der 
.Albumin‘‘-Fraktion 0,1 °). 


' Friedrich u. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 71, 1934. 
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Die Mittelwerte wurden unter Beriicksichtigung der Anzahl der mit 


einzelnen Methoden gefundenen Werte berechnet. Die Mindestzahl der 
mit einer Methode gemachten Bestimmungen war vier, oft mehr: die 
Werte sind hier in der Kolonne ,,°,-Gehalt** schon als Durchschnitts- 
zahl fiir jede einzelne Methode angegeben. Auch wurden gewéhnlich 
mehrere getrennte Hydrolysen durchgefiihrt. Die Bedeutung der Zahlen 
soll im Zusammenhang besprochen werden: ebenso soll dann erst auf 
die Abweichungen bei einzelnen Methoden eingegangen werden. Hier 
folgen noch die Ergebnisse der N-Verteilung nach Van Slyke. 


Tabelle Ll. Stickstoffverteilung nach Van Slyke. 





Gesamte !/, Sattigungsfraktion 
‘ Filtratfraktion 
Priiparat I Praparat II Mittel 
0 ( 0 0 
0 0 ( 


SE. ileal SE See OA Pe 12,2 11,5 11,85 7,3 
pS STE | OS erate a ors 4.1 6,1 5,1 3,7 
Filtrat-N deciles’ eaten eas 55,5 55.2 55,35 59,2 
Basen-N . eR eee eee 27.8 27,1 27,45 29,7 
Summe: 99.6 99.9 99,75 99.9 

as | a a ee eee 11.5 10,9 11,2 12,2 
I erie ks sats 12.4 12,4 12,4 12,3 
Histidin-N. . . Meer , 3,6 3,6 3,6 5,0 
Cretian-X { Basenfraktion . . . 0,3 0,2 0,25 0,2 
yen | Filtratfraktion . 0,5 0,3 0,4 0,5 
Summe: O8 0.5 0,65 0,7 

Piteatemine-N ce es 52,7 52.2 52.45 57,2 
Filtratnichtamino-N ..... 2.8 3,0 2,9 2,0 


B. Phosphorbestimmung. 

Unter den bisher untersuchten LebereiweiBkérpern sind phosphor- 
haltige angegeben. Um hier einen Uberblick zu bekommen, wurde der 
Phosphorgehalt bestimmt, und zwar in der, in der Extraktionslésung 
vorliegenden Fraktion, sowie mit den einzelnen durch Umfallung ge- 
wonnenen Eiweibfraktionen. Die Extraktion erfolgte hier naturgemab 
nicht mit Pufferlésung. Verwendet wurde 0,205 mol. MgSO,-Lésung. 
Sonst war die Darstellung analog. Zur Phosphorbestimmung wurde die 
Methode von Lieb verwendet, wie sie Friedrich! beschreibt. Veraschung 
auf nassem Wege. Molybdatbestimmung durch Wagung. Die Zahlen 
sind in Tabelle lV angegeben. 

Zu diesen Zahlen muB zur Methodik noch folgendes bemerkt werden. 
In der Literatur sind besonders festhaftende Lipoide beschrieben. 
Arcand und Achard? finden, nach Extraktion mit Aceton-Aether in der 
Kalte, noch nach Kumagawa extrahierbare Lipoide. Unter diesen 


! Friedrich, Praxis der quantitativen organischen Mikroanalyse. Wien, 
Deuticke. 2 Arcand u. Achard, C. r. Acad. Sei. 190, 1209, 1930. 
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Tabelle IV. 





Mit Harnstotf umgefallt 
Direkt gefallt - . 


1 mal 2 mal 3mal _ 4mal — 
0/5 0/5 Vly Olo Jy 
1), Sattigungsfraktion 0,69 || 0,36 0,33 0,31 0,31 
1/) Sattigungsfraktion 0,56 0,19 0,09 
Filtratfraktion . . . 0,03 0,02 0,01 
befinden sich phosphorhaltige nur in geringer Menge. Da aber die 


Art der Darstellung es nicht ausschlieBen 1aBt, daB es sich hier auch um 
festhaftenden Phosphatidphosphor handeln kénne, sollen diese Zahlen 
nur als vorldufige Uberblickszahlen betrachtet werden und nicht kritisch 
gewertet werden. Bei der gemeinsamen Diskussion aller Ergebnisse der 
chemischen Untersuchung wird auf die Beziehung des Phosphorgehalts 
zu Literaturangaben noch eingegangen werden. 

Um zunachst naheren AufschluB tiber die Art der bei 50° Sattigung 
ausgefallenen EKiweibfraktion zu erlangen (die Méglichkeit eines nucleo- 
proteidartigen KiweiBkérpers lag ja vor), wurde zunachst von einer 
Wiederholung der Phosphorwerte abgesehen und eine Bestimmung des 
Purin-N vorgenommen, sowie versucht, Vorkommen und Art eines vor- 
handenen Kohlenhydrats nachzuweisen. 


VY. Nihere Charakterisierung der Halbsittigungsfraktion. 

L. Die Bestimmung des Purin-N. Die Bestimmung wurde in der, der 
gesamten tibrigen chemischen Untersuchung zugrunde liegenden, zwecks 
Reinigung mit Harnstoff umgefallten Globulinfraktion vorgenommen. 
Die Methode war die von G. Schmidt! angegebene: die Hydrolyse erfolgte 
mit 2° iger H,SO, wahrend 4 Stunden. Die weitere Bestimmung nach 
Schmidts Angaben. Nur wurde der Niederschlag nach den Angaben von 
Fellenberg? gelést und wieder nach Schmidt ausgefillt, wobei zur Ver- 
meidung von Verlusten auf sorgfaltiges oftmaliges Auswaschen und 
Auskochen der gelésten Purinverbindung geachtet wurde?. Die 
Doppelbestimmung ergab 22 und 24 mg-°%, im Mittel 23 mg-°, Purin-N. 

2. Bestimmung des Kohlenhydrats. Zunaichst muBte mit einigen 
allgemeinen Farbreaktionen festgestellt werden, ob tiberhaupt Zucker 
nachweisbar sei und ob sich ein Hinweis auf die Natur dieses allfalligen 
Zuckers ergeben kénne. Angewendet wurde: 


1G. Schmidt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 191, 1933. 2 Fellen- 
berg, diese Zeitschr. 88, 324, 1918. — % Die Umfiallung erfolgte auf Rat 
Prof. Barrenscheens, der auf Grund eigener Erfahrungen auf die Méglichkeit 
zu hoher Werte durch mitgerissenen Nichtpurin-N hinwies; dies steht in 
Einklang mit einer erst nach Abschluf8 der Versuche zur Kenntnis ge- 
langten Angabe Schmidts (Hans v. Euler u. G. Schmidt, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 223, 219, 1934) selbst, der mit seiner ersten Methode eher zu hohe 
als zu niedrige Werte findet. 
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a) Die Diphenylamin-Salzsdure-Reaktion nach Dische* (30 Minuten 
Kochdauer) ergibt in mit Phosphorwolframsaure entfarbten Hydro- 
lysaten (schwache HCl) eine blauviolette Farbe (Kontrollproben mit 
Phosphorwolframsaure zeigten, daB die Reaktion nicht gestért wird). 
Die Art der Farbentwicklung entsprach einer Hexose. 

b) Naphtholreaktion I nach Dische' intensiv rotviolett wie bei 
Hexosen. Nach Dische reagiert das Kohlenhydrat der tierischen Nuclein- 
siure nur auBerst schwach. 

c) Bialsche Reaktion auf Pentosen: negativ. 


Nun wurde versucht, die Art des nach diesen Reaktionen vorliegenden 
Zuckers naher zu erfassen. Zu diesem Zweck wurde die Orzinreaktion von 
M. Sérensen und Haugaard*? verwendet, und zwar in der von Grassmann 
und Schleich® angewendeten Modifikation mit direktem L6sen in der 
Reaktionssiure. Da sich hierbei ein Maximum der Kurven bei 20 Minuten 
ergab, ist es sehr schwer, diesen Befund zu deuten. Einerseits kann es sich 
um eine St6érung der Reaktion bei diesem speziellen Eiweifs handeln, anderer- 
seits um eine besonders groBbe ,,Verspatung’’ der Kurven, wie sie Sérenser, 
wenn auch nie in dieser Ausmatl}, beschreibt. Bei allen angewendeten 
Mischungen von Glucose, Galaktose ungi Mannose gelang es nicht, Kurven 
mit einem Maximum in dieser Gegend zu erzielen. Eine gewisse Ahnlichkeit 
wiesen noch Mischungen von mehreren Teilen Mannose mit Galaktose im 
Kurvenbereich von 20 bis 30 Minuten auf, was wegen der Ubereinstimmung 
mit den Literaturbefunden’ iiberhaupt erwaihnt wird. Versuche, sowohl 
kolorimetrisch wie am Stufenphotometer die GréSenordnung der Menge 
dieses Kohlenhydrats zu schiatzen, ergaben 1,4 bis 2,4°, an Mannose- 
CGalaktose-Mischung. Wegen der Unmdglichkeit, eine sichere Vergleichskurve 
zu finden, kann die Menge des Kohlenhydrats hier nur geschatzt werden. 
Auch ein Nachweis von Glucosamin mittels des Messiner-Zuckerkandlschen 
Verfahrens®, das sich, den Literaturangaben entsprechend, mit diesen 
Zuckern gemeinsam finden soll, gelang nicht, weder in HCl-Hydrolysaten, 
noch in Barythydrolysaten nach Rimington'. 


Als Ergebnis muB festgestellt werden, daB bei dieser Halbsattigungs- 
fraktion keine Pentose vorliegt. Uber die Art der vorliegenden Hexosen 
liegen nur Vermutungen vor. 


VI. Besprechung der Versuchsergebnisse. 
1. Schwankungen in der Zusammensetzung der Leberproteine. 
In seinen Untersuchungsreihen an Gewebs- und Serumeiweil findet 
Schenk ® mit seinen Mitarbeitern groBe Schwankungen in der Zusammen- 
setzung derselben bei verschiedensten Einfliissen, sei es physiologischer 


1 Dische, Mikrochemie I, S. 33, 1929. 2 Sdérensen u. Haugaard, 
diese Zeitschr. 260, 247, 1933; Sdérensen, ebenda 269, 271, 1934. 
3 Grassmann u. Schleich, ebenda 277, 320, 1935. 4 Literatur siehe 
Sérensen, 5 Messiner-Zuckerkandl, diese Zeitschr. 236, 19, 1931. 
8 Schenk und Mitarbeiter, Arch. f. allg. u. exper. Pathol. 169, 343, 1933: 
170, 151, 1933; 173, 260, 1933: 175, 401, 1934: Ergebn. d. inn. Med. 46, 
269, 1934; Zeitschr. f. physiol. Chem. 215, 87, 1933. 
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Art (Nahrungszusammensetzung), sei es pathologischer Art. Auch bei den 
SerumeiweiBkérpern wird ihre individuelle Verschiedenheit betont 
(Lang'). Kaplanski? teilt hingegen mit, daB er bei GehirneiweiBkérpern 
eine Konstanz emzelner Aminosduren (Tyrosin, Tryptophan, Cystin) 
findet. Eine Reihe von weiteren Einwénden gegen die Annahme zu 
groBer Schwankungen werden von Lustig und Mandler® besprochen. 
Um den physiologischen Bedingungen méglichst entsprechende Zahlen 
zu finden, wurden die Tiere bei normalen Kostverhdltnissen untersucht, 
zur Ausschaltung von individuellen Schwankungen die EiweiBkérper von 
20 Tieren vereinigt und Mischpraparate der Analyse unterzogen. 
Einer 6fters behaupteten Sonderstellung einzelner LebereiweiBkérper 
widersprechen die letzten Befunde Lucks*, der bei Mast keine Unterschiede 
in der Mengenzunahme der LebereiweiBfraktionen feststellen konnte. Seine 
Zahlen kénnen leider mangels Angabe der Methoden nicht weiter verglichen 
werden. Auch Bonot® kommt in seiner letzten Arbeit zu dem Ergebnis, 
daB LebereiweiB keine Ausnahme unter den GewebseiweiBkérpern bildet. 
Es soll der Vollstandigkeit halber noch die Méglichkeit erwahnt werden, 
daB Schwankungen durch verschiedene Tierarten bedingt sein kénnen, 
wodurch sich vielleicht Differenzen in;den Befunden aufklaren lassen. 


2. Natur der EHiweiBfraktionen. 

Bei der Betrachtung der vorliegenden Zahlen ergibt sich, daB die 
Menge des extrahierten EiweibBes in konzentrierter Salzlésung eine gréBere 
ist als in physiologischer Kochsalalésung. Das muB beim Vergleich mit 
anderen Ergebnissen (z. B. Schenk) beriicksichtigt werden, da_ sich 
dadurch eine Verschiebung in der Zusammensetzung der einzelnen 
Fraktionen ergeben kann. 

Noch schwieriger ist der Vergleich anderer Extraktionsmethoden, wie 
sie Blankenstein und Fischer®, sowie Achard und Piettre* 7 bei der Unter- 
suchung von Leberproteinen anwenden. 

Analog dem Vorgehen Halliburtons® und anderen alteren Untersuchern 
wurde auch die Trennung durch MgSO,-Fraktionierung und verschiedener 
Koagulationstemperaturen versucht. Die Ergebnisse waren widersprechend. 
Von physikalisch-chemischer Seite wurde die Verwertbarkeit von Koagu- 
lationstemperaturen zur Trennung von EiweiBfraktionen angezweifelt. Fiir 
die MuskeleiweiBkérper lehnt Weber® sie ab, so daB von weiteren Unter- 
suchungen abgesehen wurde. 


' Lang, Arch. f. allg. u. exper. Pathol. 167, 708, 1932 und _ friihere 





Arbeiten. * Kaplanski, Ber. d. Moskauer Physiologenkongresses 1935, 
S. 188. 3 Lustig u. Mandler, |. e. 4 Luck, KongreBber. 1935, 8S. 246. 

5 Bonot, J. chim. Phys. 31, 383, 1934. 6 Blankenstein u. Fischer, 
diese Zeitschr. 228, 437, 1930; 224, 211, 1930. * Diese Arbeit erschien, 
nachdem die vorliegenden Versuche vollkommen abgeschlossen waren. — 
7 Achard u. Piettre, C. r. Acad. Sci. 200, 363, 1935. 8 Friihere Literatur 
siehe Handb. v. Abderhalden u. Oppenheimer. 9 Weber, Ergebn. d. Phys. 


36, 125, 1934. 
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. » ° e ° . 
Die Uhbereinstimmung der mit Aussalzmethoden gefundenen 


Mengenverhaltnisse mit den Literaturangaben wurde schon erwahnt. 
Welcher Art sind aber die vorliegenden EiweiBkérper? Wahrend die 
Albuminfraktion sicherlich als weitgehend reiner Eiweifkdrper anzusehen 
ist, sind die Verhaltnisse bei der Globulinfraktion nicht so klar. Die 
Fraktion ist phosphorhaltig. Nun beschreibt Pohl in seinem Essigséure- 
kérper neben wechselndem Phosphorgehalt Pentose und Purinkérper, 
wie ja tiberhaupt die mit Essigséure fallbaren Korper als ,,Nucleo- 
proteid“ bezeichnet werden. Achard und Piettre finden neben Globulin 
und Albumin im wiasserigen Extrakt ein saéurelésliches, globulinartiges 
EiweiB von 0,45 bis 0,51°% P sowie unlésliches Riickstandsnucleo- 
proteid. Die hier vorliegende, zweimal mit Harnstoff umgefiallte, bei 
50°, Sattigung ausfallende Fraktion ist wohl weitgehend als frei von 
NichteiweiBk6rpern anzusehen. Fiir eine wesentliche Menge von Nuclein- 
siure ist nach dem Ausfall der Purinbestimmung kein Anhaltspunkt 
vorhanden. (Der Ausfall der Kohlenhydratreaktionen ist auch in diesem 
Sinne aufzufassen.) Die Phosphorwerte kiénnen wegen der méglichen 
Anwesenheit von Phosphatidphosphor nicht zur sicheren Beurteilung 
herangezogen werden; doch soll auf die auffallende Tatsache hingewiesen 
werden, da bei der !/,-Globulinfraktion nach der ersten Harnstoff- 
fallung der Phosphorgehalt bei weiterer Umfallung konstant bleibt. Ob 
bei den komplizierten Verhaltnissen, die bei der Bindung der Biokolloide 
vorliegen (Przytecki!), hier im Verlauf der Darstellung Verdnderungen 
der urspriinglichen Bindung eingetreten sind, kann und soll nicht ent- 
schieden werden. Hier interessieren nur die EiweiBfraktionen? im Ver- 
gleich untereinander. Auch die Frage nach dem Aufbau der globulin- 
artigen Fraktion aus verschiedenen Unterfraktionen konnte zunachst 
nicht beriicksichtigt werden, da ja zuerst die Zusammensetzung der 
gesamten Globulinfraktion untersucht werden mul. 

Zwei Beziehungen sollen hier kurz erwahnt werden. Beim Zugrundelegen 
der Leveneschen Formel fiir Thymusnucleinsiure entsprache dem eher als 
zu hoch aufzufassenden (Schmidt) Purin-N-Wert von 23 mg-°, eine Phosphor- 
menge von etwa 20 mg-%, also ein Bruchteil des gefundenen Phosphors. 
Der Phosphorgehalt ist also durch Nucleinsaurebeimengung nicht zu erkliren. 

Euler und Schmidt*® untersuchen in einer Arbeit tiber Phosphorproteide 
der Fischtestikel zur Kontrolle der Methode auch Rattenleber und geben 
12,3 bis 14,7 mg-% Phosphorproteid-P an, auf Frischgewicht bezogen. 
Berechnet man das extrahierte Globulin, so ergibt sich aus 100g Leber 


! Przytecki, Frayberger u. Giedroyc, diese Zeitschr. 266, 106, 1933 und 
friihere und spatere Arbeiten. * Jene Nucleoproteiddarstellungen, bei 
denen die Proteine durch Hitzekoagulation beseitigt werden, kénnen hier 
nicht beriicksichtigt werden. Literatur s. Wohlgemuth |. c., ferner: Bolaffé, 
Biochemia e Terapia Sperim. XX, 1338, 1933. — * v. Euler u. Schmidt, 
Zeitschr. f. physiol. Chem, 225, 95, 1934. 


29 * 














448 F. F. Urban: 


etwa 5¢ Globulin als mit Salzlésung extrahierbar, und dieses enthalt nach 
Harnstoffumfallung etwa 15 mg Phosphor. Die Annadherung in den Werten 
von Schmidt fiir Phosphorproteid-P und der berechneten Menge fiir fest 
haftenden P ist auffallig und soll darum erwahnt werden; ein Beweis fiir die 
Natur des hier vorliegenden Phosphors ist dies natiirlich nicht; dazu miiBte 
erst die Bindung des nach Harnstoffumfallung am Globulin bleibenden 
Phosphors direkt untersucht werden. 

Die Globulinfraktion unterscheidet sich also von der Albumin- 
fraktion durch den P-Gehalt, wobei es sich um eine Beimengung handeln 
kann, oder aber auch um echtes Phosphorproteid, oder besser, da es sich 
um Gewebe handelt, um Phosphorglobulin im Sinne Cohnheims'. 

Fur die Art des in der Globulinfraktion vorliegenden Eiweibes 
ergeben sich einige Anhaltspunkte; die sichere Zuteilung zu einer be- 
stimmten Gruppe von EiweiBkérpern erfordert noch weitere Unter- 
suchungen. 


3. Vergleich des chemischen Aufbaus beider Lebereiweipfraktionen. 

Sieht man von dem Unterschied im P-Gehalt ab, so sind beide 
Fiaktionen einander recht dhnlich. Bei Betrachtung der N-Verteilung 
nach van Slyke ergeben sich fiir die globulinartige Fraktion ein héherer 
Wert fiir Amid-N und etwas niedere Werte fiir Basen- und Filtrat-N: 
die Unterschiede sind aber gering. Ebenso ergeben sich bei der Be- 
trachtung der Aminosdurenverteilung nur geringe Differenzen. Tyrosin- 
und Histidinwerte weichen voneinander ab; die als Differenzwerte 
bestimmten Lysin- und Prolin-Oxyprolinzahlen sind nur vorsichtig zu 
verwerten; die Differenzen sind auch hier sehr klein. Der Schwefelgehalt 
ist in der Filtratfraktion etwas héher. Die Cystinwerte miissen noch 
kurz besprochen werden. Wahrend bei der Globulinfraktion die direkte 
Bestimmung nur wenig héher ist, weichen die bei der Filtratfraktion im 
van Slyke-Gang gefundenen Werte von den direkt nach Folin sowie 
Tompsett gefundenen Werten ab, wobei sich auch bei diesen Werten eine 
kleine Differenz ergibt. Angesichts der guten Ubereinstimmung zwischen 
Folin- und Tompsett-Werten beim Globulin kann die Schwankung beim 
Albumin nicht erklart werden. Gegeniiber den im van Slyke-Verfahren 
gefundenen verdienen die direkten Zahlen sicher den Vorzug, da diese 
Werte auch eher mit den im Schwefelgehalt gefundenen Werten in 
Einklang zu bringen sind. Die Befunde iiber Kohlenhydrate wurden 
schon bei der Methodik besprochen. 


4. Vergleich mit Literaturangaben tiber Leberproteine. 
Vergleicht man die hier gefundenen Werte mit bisher von anderen 
Autoren untersuchten LebereiweiBkorpern, so kénnen die am Gesamt- 
eiwei} gewonnenen Werte nicht verglichen werden, da hier auch Kern- 


1 Cohnheim, zitiert nach Oppenheimer, Bd. 1, 8. 659. 
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eiweiB erfaBt wird. Pohl! gibt fiir seinen Essigsdurekérper bei Rinder- 
leber 24 bis 25%, Diamino-N, fiir Schweineleber 28 bis 32°, an. Schenk? 
findet im .,Nucleoproteid’ sowie im RiickstandseiweiB 35 bis 36°, 
Hexonbasen-N (Ratte). Inwieweit diese Unterschiede durch die ver- 
schiedene Darstellungsart und Tierart erklart werden kénnen, kann nicht 
gesagt werden. 

Vielleicht ist es nicht uninteressant, hier die von Jorpes*® im Stroma- 
protein von Pferdeerythrocyten (das wohl als ein Gewebeeiweil} aufgefabt 
werden kann) gefundenen Zahlen zu erwahnen: 9,3°, Amid-N, 3,2 ° 
Melanin-N, 59,8°, Monoamino-N, 26,7°, Diamino-N. 


) 


Die gefundenen Zahlen fiir Gesamt-N-Gehalt stehen den von 
Achard und Prettre fiir ihr Globulin und Albumin angegebenen Zahlen 
von 15,4 bzw. 15,6°, nahe. Pohl gibt Werte von 16,2 bis 15,2° an 
(Rind, Schwein). Schenk fiir Nucleidproteid 16,3 °,, fiir das die Haupt- 
menge ausmachende Gewebeeiwei} 14,8°, (Ratte). Die verschiedene 
Darstellung sowie Tierart erlauben nur. die Zahlen anzufiihren, ohne sie 
naher vergleichen zu kénnen. Der von Bonot fiir GesamteiweiB ge- 
fundene Wert von 16°, gilt fiir anders dargestelltes Protein und ist 
zu den Fraktionszahlen nicht in Beziehung zu bringen: die nach Bonot 
allein vergleichbaren Verhaltniswerte werden noch angefiihrt. 


Werte fiir Aminosduren? liegen von Furth-Kaunitz-Scher{® vor, die nach 
der Ftirthschen Methode im Gesamtlebereiweifi (Mensch) Tryptophan 
bestimmen; der Mittelwert von 2,6°, stimmt mit den Fraktionswerten gut 
iiberein. Die fiir Gesamtprotein gefundenen T' yrosinzahlen sind dagegen 
hoher. Blankenstein und Fischer finden ebenfalls mit der /tirth schen Methode 
in der Rinderleber eine 1,9°,, sowie eine 1°, Tryptophan enthaltende Frak- 
tion. Die nach Zuwerkalow bestimmten T' yrosinwerte sind weit héher. Be- 
trachten wir die schon 6fter erwaihnten Schenkschen Befunde, so sind die 
nach May-Rose gefundenen Tryptophanwerte nur bedingt vergleichbar: 
1,5 bis 2,99 % Tyrosin nach Folin 3,8 bis 4.4%. Beim Vergleich der sehr 
niederen Cystinwerte’ fallt auf, dai fiir GewebeeiweiB schon 6fters niedere 
Werte angegeben wurden. Schenk und Wollschlitt: fiir Rattengesamtleber- 
protein 1,2 bis 1,8° . Schenk gibt in seiner letzten Arbeit allerdings wieder 
héohere Zahlen an. Auch Lang® betont beim Vergleich von Niereneiweif 
(1% NaCl-Extrakt, Mensch) mit Blut- und HarneiweiBkérpern den ge- 
ringeren Cystingehalt der GewebeeiweiBkérper. Die nach Folin gewonnenen 
Tyrosinwerte sind beim Nierenalbumin gleich, beim Nierenglobulin hingegen 
hoher. Die von Achard und Piettre gleich hoch angegebenen Schwefelwerte 
(Rind) von 0,9°, stehen zwischen den hier gefundenen Werten. 


TT 


' Pohl, Abderhaldens Handb. |. ¢. 2 Schenk, 1. ce. 3 Jorpes, 
Biochem. J. 26, 1488, 1932. 4 Um Differenzen durch verschiedene 
Methodik zu vermeiden, sollen nur die nach dem gleichen Prinzip ge- 
wonnenen Werte verglichen werden. 5 Firth, Kaunitz u. Scherf, diese 
Zeitschr. 272, 88, 1934. 6 Bei Menschenleber findet Schenk bei der 
Globulin- und Albuminfraktion Unterschiede im Tryptophangehalt. 

7 Auch bei Beriicksichtigung nur der héchsten Werte von Tompsett. 
® Lang, Arch. f. allg. u. exper. Pathol. 171, 73, 1933. 
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SchlieBlich sei hier nochmals Jorpes zitiert, und zwar mit 6° Arginin, 
2,63°, Histidin und 3% Tyrosin im Stromaeiweif. Die Werte sind auch 
hier sehr ahnlich. 

Ergeben sich auch bei den verschiedenen Fraktionen gemeinsame 
Ziige, so geht doch hervor, daB die Art des gewonnenen EiweiBes stark von 
der Darstellungsmethodik abzuhangen scheint, was bei vergleichenden 
Untersuchungen beriicksichtigt werden muB. 

5. Vergleich der LebereiweiBfraktionen mit Serumproteinen. 

Jetzt sollen noch die an LebereiweiBfraktionen gefundenen Werte 
mit an Serumeiweifh gefundenen Zahlen verglichen werden, um fest- 
zustellen, ob sich eine Zuteilung zu bestimmten Gruppen treffen laBt. 
Bei der groBen Zahl der Untersuchungen an SerumeiweiBkérpern ist 
natiirlich der Vergleich mit allen Zahlen unméglich. Es kénnen nur 
einige Untersuchungsergebnisse herangezogen werden, wobei fiir die 
Auswahl in erster Linie die Methodik maBgebend war. 

Van Slyke-Analysen liegen vor von Hartley', ferner von Lustig 
und Haas? (Rind) sowie Hewitt? (Pferd) und anderen; fiir Serumglobulin, 
auch Zahlen von Jorpes* (Pferd). Dabei ergibt sich, daB der Wert fiir 
Amid-N bei Leberalbumin dem héheren Wert bei Serumglobulin ent- 
spricht, wahrend die Werte fiir Leberglobulin, wie erwahnt, deutlich 
héher sind. Allerdings geben gerade die letzten Untersuchungen von 
Jorpes und Hewitt Werte von 9 bis 10°%, fiir Serumglobulin an. Die 
Werte fiir Diamino-N entsprechen eher den niedrigeren Werten fiir 
Serumglobulin. Ebenso liegen die Lysinzahlen naher an Serumglobulin. 
Die Zahlen fiir Filtrat-N liegen hingegen naher bei den niederen Albumin- 
werten. Auf Grund der van Slyke-Analyse laBt sich also keine Zuteilung 
treffen, um so weniger als die Angaben verschiedener Autoren vonein- 
ander abweichen. 

Zum Gesamtstickstoff sei hier erwaihnt, dafi mehrere neue Unter- 
suchungen an Serumproteinen niedrigeren N-Gehalt finden (Barrenscheen u. 
Messiner®, Smith-Brown®, Charles Jung’, Piettre’, Lustig und Haas® u. a.), 
was bei Beurteilung der hier gefundenen Werte vielleicht interessant ist. 

Der Schwefelgehalt des Leberalbumins entspricht dem von Serum- 
globulin; der von Leberglobulinen ist niedriger. Dabei wurden zur 
Beurteilung nur niedrige Werte fiir SerumeiweiB herangezogen (Serum- 


' Hartley, Biochem. J. 8, 514, 1914; zitiert nach Spieget-Adolf, Die 


Globuline. 2 Lustig u. Haas, diese Zeitschr. 231, 472, 1931. 

’ Hewitt, Biochem. J. 28, 2080, 1934. ' Jorpes, ebenda, |. c. 5 Barren- 
scheen u. Messiner, diese Zeitschr. 209, 251, 1929. 6 Smith u. Brown, 
Biochem. J. 26, 1473, 1932. 7 Charles Jung, Arch. Sciences phys. nat 
Genéve 12, 145, 1931; zitiert Chem. Centralbl. 19381, I, 2894. 8 Piettre, 
C. r. Acad. Sci. 199, 311, 1934. ® Lustig u. Haas, diese Zeitschr. 225, 


247, 1930; 231, 472, 1931. 
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globulin: Piettre! 0,87 %,, Aszédi? (verschiedene Tierarten) 1,0 bis 1,3 °,, 
Kaiser® (Rind, Pferd) 1,0°, u.a. Ebenso sind, wie erwahnt, die Cystin- 
werte niedriger als im Serum. Beim Tryptophan stehen beide Frak- 
tionen dem Fiirthschen Wert von 3 bis 4°, fiir Serumglobulin nahe. 
Beim T'yrosin finden sich sehr viele Angaben [Lang* (beim Menschen), 
Hewitt®, Jorpes®, Deseé* (beim Rind), Groh und Weltner® (Pferd) 
u.a.|, die etwas voneinander abweichen. Wahrend aber die Werte der 
Leberalbuminfraktion mit den Durchschnittswerten aus all diesen 
Angaben leidlich in Einklang gebracht werden kénnen, zeigt das Leber- 
globulin hier ein abweichendes Verhalten. Wahrend beim Serum- 
globulin die Tyrosinwerte héher sind als beim Albumin, zeigt das Leber- 
globulin das umgekehrte Verhaltnis. Beim Arginin gibt Jorpes eimen 
Wert von 5,8 °%, fiir Serumglobulin an. Fiirth und Deutschberger® eben- 
falls 6%. K. Lang hingegen gibt nach eigener Methode niedrigere Werte 
im menschlichen Serum an. An /istidin gemessen -steht das Leber- 
globulin dem Serumglobulin mit 2,1°, (Jorpes) bis 2,3°, (Lang) nahe, 
das Leberalbumin dem Serumalbumin mit 2,7 bis 2,8°, (Lang). 


Zwei Beziehungen sollen noch kurz besprochen werden. Rechnet man 
od 
entsprechend Bonots!® Angabe seine Verhaltniszahlen aus, so ergibt sich 


: ; aa ¥ : Arg 9 
folgendes: Bei der Globulinfraktion S/N 0,051, Arg/N 0,386, AUS a 
S 9 
oOo 
. O,184] 1,38; Albuminfraktion S/N 0,076, Arg/N 0,382, A/S 0,93. 


Die Werte fiir Arg/N sind bei beiden Fraktionen gleich, die Differenz des 
Verhaltnisses SN, die bei Serumalbumin und Globulin besteht, ist kleiner 
als bei Bonot. Die Werte stehen den von Bonot angegebenen Zahlen fiir 
Serumglobulin nahe. Ob aus der Differenz des nach Bonot fiir das EiweiB 
charakteristischen Verhaltnisses A/S eine Verschiedenheit der Proteine zu 
folgern ist, kann nicht entschieden werden. 


Richard J. Block™ im Laboratorium von Lafayette Mendel befaBt sich 
mit der Bedeutung der basischen Aminosduren fiir das Eiweifi und stellt den 
Begriff des .,Orosins’* auf. Es kann hier nicht darauf eingegangen werden 
(diesbeziiglich muB auf das Original verwiesen werden); aber es ist interessant, 
daB bei Berechnung des typischen molekularen Verhdltnisses von Arginin zu 
Lysin hier bei Leberglobulin ein Verhaltnis von 10: 18 resultiert, bei Leber- 
albumin von 10: 20*. Block findet fiir Saugetierorosin einen Wert von 
10:18 mol. Verhiltnis Arginin zu Lysin. Ob die Differenz, die sich hier 
bei Albumin ergibt, auf Differenzen der Methode (direkte Bestimmung des 


1 Pieitre, C.r. Acad. Sei. 199, 311, 1934. 2 Aszodi, diese Zeitschr. 
212, 102, 1929. 3 Kaiser, ebenda 192, 58, 1928. + Lang, Arch. f. 
allg. u. exper. Pathol. 178, 372, sowie friihere Arbeiten. 5 Hewitt, l.c. 

6 Jorpes, l.c. 7 Desed und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 271, 381, 1934. 
8 Groh u. Weltner, ebenda 273, 389, 1934. 9 Firth u. Deutschberger, 
Eo. 10 Bonot, J. Chim. phys. 31, 385, 1934. 1 Block, J. of biol. 
Chem. 103, 261, 1933; 104, 343, 347, 1934; 105, 457, 1934; 106, 457, 1934. 
* Bei Beriicksichtigung des T’ompsettschen Cystinwertes zur Berechnung 
des Lysins ergibt sich 10: 19. 
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Lysins bei Block) beruht, oder eine Eigenart der Fraktion bedeutet (nach 
Block enthalten leichter lésliche Proteine mehr Lysin), umgekehrt, welche 
Beziehungen zwischen Gewebe und Serumproteinen sich daraus ableiten 
lassen, kann auf Grund der bisherigen Befunde nicht gesagt werden. 

Der Vergleich der bei den untersuchten LebereiweiBfraktionen 
gefundenen Aminosaurewerte mit den Literaturzahlen fiir Serum- 
eiweiBkérper ergibt sonach gewisse Verschiedenheiten, was mit den bis- 
herigen Literaturangaben im Einklang steht. 


SchlieBlich sei noch ein Wort zu einem oft untersuchten Problem 
gestattet, das ist die Frage nach der Entstehung der SerumeiweiBkor per. 
Die verschiedensten Organe wurden hierfiir herangezogen: Leber, 
Knochenmark u.a. Dab hier der Leber eine Bedeutung zukommt, ist 
wohl auBer Frage. Es seien hier nur kurz zwei Untersuchungen aus der 
allerjiingsten Zeit erwahnt. Heinlein’ gibt das ,,aktive Mesenchym“ als 
Bildungsstatte an und aktives Mesenchym findet sich auch in der Leber. 
Fuchs, Kaunitz und Lerch? finden bei Untersuchung von Serumeiweib- 
korpern mit Ultraviolettspektrographie Unterschiede, je nachdem diese 
SerumeiweiBk6rper von Lebergesunden oder Leberkranken stammten. 

Uberblickt man die vorliegenden Resultate, so zeigt sich, daB, wenn 
man von der Verschiedenheit des in bezug auf seine Zugehérigkeit nicht 
eindeutigen Phosphorgehalts absieht, die Unterschiede zwischen Globulin- 
fraktion und Albuminfraktion entschieden noch weniger in die Augen 
springen als die entsprechenden Unterschiede der SerumeiweiBkérper. 

Es sei hier darauf hingewiesen, daB die neuesten Forschungen von 
Weber? darauf hindeuten, daB rein chemisch die Unterschiede zwischen 
Myosin und Myogen, die sicherlich zu den physikalisch-chemisch griind- 
lich untersuchten EiweiBk6rpern gehéren, auch nur geringgradig zu sein 
scheinen. 

Ob sich aus dieser Annaherung der Werte bei den einzelnen Leber- 
eiweibfraktionen oder aus den Verhaltnissen einzelner Aminosduren 
zueinander, Beziehungen zur Genese der SerumeiweiBkérper finden 
lassen werden, muB8 der kiinftigen gemeinsamen Arbeit von Physiologen 
und Chemikern iiberlassen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden Proteine blutfrei gespiilter Katzenlebern naher unter- 
sucht. Zur Extraktion wurden Phosphatpufferlésungen nach Howe 
sowie auch andere Salzlésungen verwendet, wobei sich optimale Ex- 


traktion salzléslicher Proteine bei 0,225 bis 0,525 mol. Konzentration 


' Heinlein, Arch. f. allg. u. exper. Pathol. 179, 127, 1935. — * Fuchs, 
Kauniiz u. Lerch, Zeitschr. f. klin. Med. 128, 332, 1935. — * Weber, 1. c. 
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ergab. Etwa die Halfte des Gesamtproteins der Leber erwies sich so 
extrahierbar. 

2. Die Relation der ,,Globuline zu den ,.Albuminen™ betragt im 
Mittel 7:3 in den Extrakten. 

3. Zur Umfallung der Leberglobuline wurde Harnstofflésung ver- 
wendet. 

4. Die ,,Albuminfraktion” erwies sich als praktivch phosphorfrei. 
Die durch Drittelsattigung mit (NH,),.8SO, gewonnene  .,Globulin’- 
Fraktion enthielt bei direkter Fallung 0,7 °,, Phosphor; dieser Phosphor- 
gehalt sank jedoch nach Harnstoffumfallung auf 0.3°, ab und blieb 
bei weiteren drei Harnstoffumfallungen konstant. Das zwischen 33 und 
50°, Sattigung ausfallende Globulin gibt bei der Umfallung fast allen 
Phosphor ab. Das ,,Gesamtglobulin” enthalt nach zweimaliger Harn- 
stoffumfallung keine in Betracht kommenden Mengen von Purin-N. 
Fiir das Vorliegen gréBerer Nucleinsiuremengen ist demnach kein 
Anhaltspunkt vorhanden. Ob es sich um echtes Phosphorproteid oder 
noch anhaftende phosphorhaltige Beimengungen handelt, kann erst 
durch weitere Untersuchungen entschieden werden. 

5. Der chemisch-analytische Vergleich! zwischen ,,Globulin“ und 
..Albumin* erstreckte sich auf die Bestimmung von Gesamt-N (14,3, 
15.4%), Tyrosin (3,1 — 4.2%), Tryptophan (2,7 — 2,9°%,), Histidin 
(2,1 — 3.0%), Phenylalanin (4,3 — 4,2°,), Summe Prolin + Oxyprolin 
(3,7 — 2,7%), Cystin (1,1 1.6%), Arginin (5,7 — 5.9%), Lysin 
(8,6 — 9,8°%) sowie des Gesamtschwefels (0,8 — 1,2%). Die Van Slyke 
Analyse ergab: Basen-N (27,5 — 29,7%), Filtrat-N (55,4 — 59,2), 
Melanin-N (5,1 — 3.7%), Amid-N (11,9 — 7,3%). 

6. Die Unterschiede im Gehalt der untersuchten Bausteine in beiden 
Fraktionen sind nicht erheblich und geringer als die Unterschiede bei 
SerumeiweiBkérpern. 


1 Die Werte in der Klammer sind Mittelwerte; der erste bezieht sich 
auf Globulin, der zweite auf Albumin. 
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